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OZET

DOGU MARMARA BOLGESINDE MARULDA KURSUNi KUF HASTALIGI
ETMENI (Botrytis cinerea Pers. Ex. Fr.)’NIN BAZI FUNGISITLERE KARSI
DUYARLILIK DUZEYLERININ BELIRLENMESI

Mehmet KAVAK
Diizce Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Bitki Koruma Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi
Danigsman: Dog. Dr. Nedim ALTIN
Aralik 2022, 49 sayfa

Marul iiretiminde sorun olan 6nemli hastaliklardan birisi de Botrytis cinerea etmeninin
neden oldugu kursuni kiif hastaligidir. Bu etmen fungisitlere kars1 en hizli dayanmiklilik
kazanan mikroorganizmalarin basinda gelmektedir. Bu tez ¢caligsmast marulda kursuni kiif
hastaligina neden olan Botrytis cinerea etmeninin bazi fungisitlere karsi duyarlilik
diizeylerinin belirlenmesi amaciyla yiiriitiilmiistiir. Ortiialtt marul {iretiminin yapildig1
Bilecik ili Ségiit ilgesinden alian drneklerden izolatlar elde edilmistir. izolatlar koloni
morfolojileri yoniiyle misel gelisimleri, sporulasyon ve sklerot iiretimleri dikkate alinarak
degerlendirilmistir. Izolatlarin 125 g/L fluopyram+375 g/L pyrimethanil, % 26.7
boscalid+% 6.7 pyraclostrobin ve 75 g/L fluxapyroxad+50 g/L difenoconazole aktif
maddelerini igeren fungisitlere karsi olan duyarliligindaki azalmalar in vitro kosullarda
belirlenmistir. Caligmalar sonucunda 20 adet izolat elde edilmistir. Koloni morfolojisine
gore 4 adet izolat miseyal grupta yer alirken 16 adet izolat sklerot grubunda yer almistir.
In vitro ¢alismalar sonucunda fluopyram+pyrimethanil ve boscalid+pyraclostrobin aktif
maddelerini igeren fungisitlere karsi en yiiksek ECso degeri M2 nolu izolatta tespit
edilmistir. M2 izolati i¢in hesaplanan ECso degeri sirasiyla 37.657 pg/ml ve 51.025 pg/ml
olarak belirlenmistir. Fluxapyroxad+difenoconazole aktif maddelerini igeren fungiside
kars1 ise en yiiksek ECso degeri 11.154 pg/ml ile M8 nolu izolatta belirlenmistir.
Koparilmis yaprak demelerinde her bir fungiside karsi en yiiksek ECso degerine sahip
olan 2 adet ve en diisiik ECso degerine sahip olan bir adet izolat secilmis ve denenmistir.
Denemeler sonucunda ECso degeri yiiksek olan izolatlar marul yapraklarinda lezyon
olusturmustur. Fungisitler bu izolatlar1 engellemede basarisiz olmustur. Buna karst ECso
degeri diisiik olan izolatlar ise marul yapraklarinda lezyon olusturamamaistir. Bu durum
bu izolatlarin fungisitlere karst duyarli oldugunu ortaya koymaktadir. Hem in vitro
kosullarda hem de koparilmis yaprak denemelerinde bazi Botrytis cinerea izolatlarinin
kullanilan fungisitlere kars1 duyarlilik diizeylerinde azalmalar oldugu belirlenmistir.

Anahtar sozciikler: Botrytis cinerea, dayaniklilik, fungisit, marul.
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ABSTRACT

DETERMINATION OF SENSITIVITY LEVELS OF GRAY MOLD DISEASE
PATHOGEN (Botrytis cinerea Pers. Ex. Fr.) IN LETTUCE AGAINST SOME
FUNGITS IN THE EASTERN MARMARA REGION

Mehmet KAVAK
Diizce University
Institude of Graduate Studies, Department of Palnt Protection
Master’s Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Nedim ALTIN
December 2022, 49 pages

One of the important diseases that causes a problem in lettuce production is gray mold
disease caused by Botrytis cinerea. This pathogen is one of the microorganisms that gain
the fastest resistance to fungicides. This thesis study was carried out to determine the
susceptibility levels of Botrytis cinerea, which causes gray mold in lettuce, to some
fungicides. Isolates were obtained from the samples taken from greenhouse lettuce
production area in Sogiit district of Bilecik province. The isolates were evaluated
according to colony morphology based on mycelial growth, sporulation and sclerotia
production. The decreases in susceptibility of the isolates toward fungicides containing
the active substances 125 g/L fluopyram+375 g/L pyrimethanil, 26.7% boscalid+6.7%
pyraclostrobin and 75 g/L fluxapyroxad+50 g/L difenoconazole are determined in vitro
condition. As a result of the studies, 20 isolates were obtained from samples. According
to the colony morphology, 4 isolates were grouped in the mycelial group, while 16
isolates were grouped in the sclerotia group. As a result of in vitro studies, the highest
ECso value determined in isolate of M2 against fungicides containing
Fluopyram+pyrimethanil and boscalid+pyraclostrobin active substances. The ECso values
calculated for M2 isolate was determined as 37.657 ug/ml and 51.025 pg/ml,
respectively. Against the fungicide containing fluxapyroxad+difenoconazole active
substances, the highest ECso value was determined in isolate of M8 with 11.154 pg/ml.
In detached leaf test, 2 isolates with the highest ECso value and 1 isolate with the lowest
ECso value were chosen and tested against each fungicide. As a result of the experiments,
isolates with high ECso values formed lesions on lettuce leaves. Fungicides have failed to
inhibit these isolates. On the other hand, isolate with low ECs¢ value could not form
lesions on lettuce leaves. This situation reveals that the isolate is sensitive to fungicides.
It has been determined that some Botrytis cinerea isolates have low susceptibility toward
used fungicides, both in vitro conditions and in detached leaf test.

Keywords: Botrytis cinerea, fungicide, lettuce, resistance.
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1. GIRIS

Hemen hemen tiim yil boyunca market raflar1 ve pazar tezgahlarindan eksik olmayan
marul, 2500 y1l1 agkin siire boyunca Asya ve Avrupa’da hem sebze hem de tibb1 bitki
olarak degerlendirilmistir. Marul iireticili§ine ait ilk kayitlarmn M.O. 600 senelerinde
Persler tarafindan tutuldugu bilinmektedir. Anadolu, Kafkasya, iran ve Tiirkistan marulun

anavatani olarak kabul edilmektedir (Salk, Arin, Deveci, & Polat, 2008).

Tek yillik genis yaprakli bir serin iklim bitkisi olan Marul (Lactuca sativa L.)
Papatyagiller (Asteraceae) familyasinda yer almaktadir. Taze yapraklar1 sebze olarak
degerlendirilen marul, yiiksek ticari 6neme sahip tiirler arasinda bulunmaktadir (Esiyok,
2012). Biinyesinde bol miktarda A ve C vitaminleri, Ca, Fe, Mg ve K mineralleri ve
yliksek oranda lif ve seker bulunmaktadir (Kim, Moon, Tou, Mou, & Waterland, 2016).
Vitamin ve mineral madde yoniinden zengin igerige sahip olan marulun insan

beslenmesinde 6nemli bir yeri vardir.

Diinyanin bir¢ok {iilkesinde marul yetistiriciligi yapilabilmektedir. Diinya genelinde en
cok marul iiretimi yapan iilkeler ve bu iilkelerin 2016-2020 yillar1 arasindaki iiretim

alanlan Cizelge 1.1°de verilmistir (FAOSTAT, 2022).

Cizelge 1.1. Ulkelere gére marul iiretim alanlar1.

Ulkeler Marul tiretim alani(ha)

2016 2017 2018 2019 2020
Cin 596.612 605.403 609.917 603.979 606.434
Hindistan 174.690 176.253 177.524 176.156 176.644
ABD 128.161 131.640 115.580 105.700 107.690
Ispanya 35.646 34.508 33.870 35.360 34.300
Italya 34.343 34.069 34.460 33.690 32.100
Tiirkiye 22.639 22.944 22.780 23.182 23.954
Meksika 20.066 21.030 20.527 20.778 22.270
Japonya 21.600 21.800 21.700 21.200 21.221
Fransa 18.847 18.588 18.820 18.350 18.060
[ran 12.580 14.477 14.725 13.927 14.377




2020 yili kayitlart incelendiginde 606.434 ha iiretim alami ile Cin, marul iretim
alanlarinda ilk sirada yer almaktadir. Cin’i Hindistan ve Amerika Birlesik Devletleri takip

etmektedir. Tirkiye ise 23.954 ha iiretim alani ile Diinya’da 6. siradadir.

Tirkiye’nin birgok bolgesinde sonbahar ile ilkbahar donemleri arasinda yetistirilen ve bu
donemde tiiketimi diger sebze tiirleri arasinda ilk siralarda yer alan marul, iireticiye iyi
kazang saglayabilecek sebzeler arasinda yer almaktadir. Marul, kendisi gibi vejetasyon
stiresi kisa olan diger sebze tiirleri ile rahatlikla ekim ndbetine alinabilmektedir (Esiyok,
2012). Tiirkiye’deki marul iiretim alanlarinin illere gére dagilimi 2017-2021 yillari i¢in
hesaplanmis ve ¢izelge 1.2°de verilmistir (TUIK, 2022).

Cizelge 1.2. 2017-2021 yillar1 arasinda Tiirkiye’deki illere gére marul {iretim alanlari.

Marul iiretim alani(da)
Mller 2017 2018 2019 2020 2021
Ankara 26.531 26.375 27.072 27.134 26.421
Adana 23.101 23.498 22.651 27.460 24.337
Mersin 16.652 16.831 18.062 19.604 19.147
Sakarya 12.469 12.578 13.438 14.842 16.575
Antalya 13.605 14.181 14.672 13.715 14.117
[zmir 11.150 11.107 11.096 11.480 10.101
Samsun 15.760 10.751 10.148 7.100 6.783
Bursa 5.451 5.059 5.371 5.521 5.608
Mugla 6.467 6.669 6.756 5.701 4.081
Hatay 8.468 7.150 4.298 3.069 2.866
Tiirkiye 220558 214619 215861 218.208 211.352

Cizelge 1.2’ye bakildiginda 2021 yilinda 26.421 da iiretim alani ile Ankara ilk sirada yer

almaktadir.

Marul yetistiriciliginde verim kaybina neden olan ¢esitli biyotik ve abiyotik faktorler
mevcuttur (Soylu, Sertkaya, Tiirem, Bozkurt, & Kurt, 2017). Uygun olmayan hava
kosullari, elverigsiz toprak sartlari, gevre kirliligi ve yanlis tarimsal uygulamalar abiyotik

etkenlerdendir. Biyotik etkenler ise yabanci otlar, zararlilar ve hastalik etmenleridir.

Marul yetistiriciliginde ekonomik kayba neden olan birgok fungal hastalik

bulunmaktadir. Bilhassa sonbahar ve kis iiretim sezonunda en 6nemli sorunlardan birisi



de Botrytis cinerea Pers.: Fr. (telemorf evresi Botryotinia fuckeliana (de Bary)
Whetz) nin neden oldugu kursuni kiif hastaligidir. B. cinerea ismi, fungusun morfolojik
yapisindan tiiretilmistir. Konidioforlarin iiziime benzemesi nedeniyle Yunanca’da iizlim
salkim1 anlamina "Botrytis" kelimesi kullanilmis, sporlarinin gri renginden dolay1 da gri
rengi ifade eden "cinerea" kelimesi tiliretilmistir (Aghdam, 2017). Botrytis cinerea,
Pezizomycotinia alt subesi icerisinde, Sclereotiniceae familyasina ait bir fungustur.
Botrytis spp. farkli ekoloji, biyoloji, morfoloji, ve konuk¢u spektrumuna sahip polifag
funguslardir (Elad, Williamson, Tudzynski, & Delen, 2007; Rossi vd., 2011). Botrytis
cinerea, Diinya genelinde 200’den fazla bitkiyi enfekte edebilmektedir (Webster ve
Weber, 2007; Williamson, Tudzynski, Tudzynski, & Van Kan, 2007). Yine farkli bir
kaynakta B. cinerea’nin 586 bitki cinsini enfekte ettigi de bildirilmistir (Elad, Vivier, &
Fillinger, 2016). B. cinerea zayiflik paraziti olarak da bilinir. Kursuni kiif, marul tiretimi
yapilan Ortii alt1 ve tarlalarda oldukca biiyiik zararlara sebep olabilmektedir (Ogilvie,
1949). B. cinerea diinya iizerinde ekonomik kayba neden olan en 6nemli fungal patojenler

arasinda yer almaktadir (Asadollahi, 2013).

Marulun biitiin yetisme donemlerinde kursuni kiife rastlamak miimkiindiir. Kisa
araliklarla sulanmis ve sik ekilmis marul fideleri etmen tarafindan kolayca
hastalandirilabilmektedir. Etmen bitkiye cogunlukla 6lmek {izere olan kotiledon
yapraklardan girerek, oradan gévde ve kdk bogazina ilerler (Sekil 1.1). Kok bogazinda
yaptig1 tahribat sonucu ¢okertene benzer hasar olusturur. Hastalik, marulun topraga temas

eden yapraklarindan baglayarak i¢ yapraklara dogru ilerlemektedir (Baykal, 1997).



Sekil 1.1. Botrytis cinerea’nin marulda yaptig1 zarar sekli.

Botrytis cinerea etmeni ile miicadelede farkli yontemler bulunmasina ragmen en sik
kullanilan yontem kimyasal miicadeledir. Biyolojik, fiziksel ve kiiltiirel yontemlere yeteri
kadar 6nem verilmemektedir (Yigit ve Boyraz, 2003). Ozellikle B. cinerea'ya karsi
kullanilan fungisitler yilllik 540 milyon avroya mal olmakta ve bu tutarin diinya fungisit
pazarinin % 10'unu olusturdugu tahmin edilmektedir (Dean vd., 2012).

Ureticiler B. cinerea etmenine karsi genellikle ya aym fungisitleri ya da aymi etki
mekanizmasina sahip diger fungisitleri kullanmaktadir. Bu yiizden kursuni kiife neden
olan B. cinerea etmeninde fungisitlere karsi duyarlilik azalis1i ortaya c¢ikmakta ve
kimyasal miicadelede, beklenen basari saglanamamaktadir (Yigit ve Boyraz, 2003).
Botrytis cinerea Ozellikle tek yer engelleyici fungisitlere karsi dayaniklilik olugturma
potansiyeli yliksek olan mikroorganizmalarin basinda yer almaktadir (FRAC, 2022).
Bunun nedeni olarak, etmenin yogun spor liretimine sahip olmalari, kolay ve hizli
yayilmalari, fungisitlere kars1 duyarlilik azalis1 gosteren izolatlarin rekabet giiclerinin
ylksek olmasi ve sporlar basta olmak lizere biitiin hiicrelerinde ¢ok sayida heterojen
karakterde niikleus igeriyor olmalar1 gosterilmektedir (Dekker, 1982). Bu durum, Botrytis
tiirlerinin fungisitlere karsi duyarliliklarinin azalmasina ve etmenle miicadelenin
zorlagmasina neden olmaktadir (Kennedy ve Collier 2000, Delen vd., 2004, Agrios,
2005).



Yapilan bir aragtirmada B. cinerea izolatlarinin anilinopyrimidine, hydroxyanilide ve
phenylpyrrole grubu fungisitlere kars1 dayanikliliklari incelenmistir.
Anilinopyrimidine’ler hidrolitik enzimlerin salgilanmasin1 ve methionin biyosentezini
engelleyici etki gostermektedir. Hydroxyanilide grubundan fenhexamid appresoriumun
penetrasyonunu, fungal kolonizasyonu, ¢im tiipii ve miselyal gelisimini engellemektedir.
Fludioxonil ise phenylpyrrole grubu igerisinde yer alir ve ¢im tiipti gelisimini engeller.
Aragtirma sonucunda fenhexamid ve cyprodinil fungisitlerine dayanikli B. cinerea
izolatlarinin yaygin oldugu ve dayaniklilik oranmin %54 ile %100 arasinda degistigi
belirtilmektedir. Ayrica fludioxonil’e dayanikli bir izolata da rastlanmistir (Baraffio,
Siegfried & Hilber, 2003). Bir diger ¢alismada, maruldan izole edilen B. cinerea
izolatlariin, iprodione, thiophanate-methyl, trifloxystrobin, fenhexamid, cyrodinil,
boscalid, fluidioxonil (Weber ve Wichura, 2013), azoxystrobin, carbendazim,
pyraclostrobin, pyrimethanil, (Chatzidimopoulos, Papaevaggelou & Pappas, 2013) etken
maddelerine kars1 farkli diizeylerde dayaniklilik olugsmaya basladig: da belirtilmistir.

Topolovec-Pintaric ve Cvjetkovic (2001) tarafindan B. cinerea'nin pyrimethanil’e karsi
in vitro ve in vivo kosullarda direng olusturma riski degerlendirilmistir. /n vitro kosullarda
B. cinerea'nin pyrimethanil’e karsi duyarliligi 1 mg/l konsantrasyonda denenmistir. /n
vitro denemelerinde ¢ok sayida Ra2 sporu veren izolatlar in vivo kosullarda test edilmistir.
Calismalar sonucunda pyrimethanil’e karsi dayanikli izolatlar belirlenmis olmasina
karsin izolatlarin hi¢ biri 100 mg/l konsantrasyonda %350'den fazla biiylime
gostermemistir. Bu durum Kutrjevo’daki deneme bolgesinde hala pratik direng goriilme

tehlikesinin olmadig1 seklinde yorumlanmagtir.

Cin’de 2004 ve 2006 yillar1 arasinda, B. cinerea'nin 228 izolat1, yeni bir aktif madde olan
boscalide kars1 duyarlilik acisindan test edilmis ve boscalide kars1 dayaniklilik gelisme
riskini belirlemek amaciyla bir ¢alisma yiiriitilmiistiir. Arastirma sonucunda B. cinerea
izolatlarinin boscalide kars1 dayaniklik gelistirme riskinin pyrimetanilden diisiik oldugu
ortaya konmustur. Calismada ayrica boscalid ve kresoximmethyl aktivitesi arasinda

sinerjik bir etki gdzlenmistir (Zhang vd., 2007).

Leroux, Gredt, Leroch & Walker, (2010) tarafindan solunum engelleyici fungisitlerin etki
mekanizmalarini ortaya koymak amactyla bir ¢calisma yiiriitiilmiistiir. Strobilurinlere kars1
meydana gelen direng cytb hedef genindeki tek bir mutasyon ile iliskilendirilmistir. Intron
bolgesindeki degisikliklerin diren¢ secimini kontrol eden evrimsel bir siire¢ nedeniyle

meydana gelmis olabilecegi ifade edilmistir. Calismada gesitli direng seviyeleri ve ¢capraz



diren¢ modelleri ile alt1 fenotip i¢in carboxamides’lere spesifik diren¢ belirlenmistir.
Succinate dehydrogenase kompleksinin demir-kiikiirt ve anchor proteinini kodlayan sdhB

ve sdhD genleri icinde B. cinerea'ya 6zgii birkag mutasyon belirlenmistir.

Kuzey Almanya’da 2010-2012 yillarinda yiiriitiilen bir calismada 23 marul tarlasindan
309 adet B. cinerea izolat1 elde edilmistir. Bu izolatlarin spesifik etki mekanizmasina
sahip yedi adet fungiside kars1 duyarhilik diizeyleri belirlenmistir. Izolatlarin %45 inin
boscalid, %37.2’sinin iprodion aktif maddesine ve %56.3’linlin strobilurinlere karsi
dayanikli oldugu belirlenmistir. Sonuclara gore fungisitlerin ikisine veya iicline birden
dayaniklilik gosteren izolat sayisinin sadece birine karsi dayaniklilik gosteren izolat
sayindan daha fazla oldugu ifade edilmistir. Izolatlarin %31.4’iiniin cyprodinil ve
%11.6’sm1in thiophanate-methyl aktif maddesine kars1 dayanikli oldugu belirlenmistir.
Izolatlarin ¢ogunlugunun marul tarlalarinda kullanilan fungisitlerin birkagina birden
diren¢ kazanmasi c¢oklu dayanikliligin yayginlastigin1 ortaya koymustur (Weber ve
Wichura; 2013).

Yunanistan'm 6 farkli bolgesindeki marul ve diger sebze tiirlerinden toplanan 790
izolatin, 9 ayr1 kimyasal gruba ait 11 fungisite kars1 duyarlilik diizeyleri test edilmistir.
Calisma sonucunda 44 izolatin, cyprodinil ve pyrimetanil (anilinopyrimidinler),
azoxystrobin ve pyraclostrobin (Qol'ler), boscalid (SDHI'ler), carbendazim
(benzimidazoller), iprodione (dicarboximidler) ve fludioxonile (phenylpyrroller) karsi
dayaniklilik gelistirdikleri belirlenmistir (Chatzidimopoulos, Papaevaggelou & Pappas,
2013).

Misir’da yiiriitiilen bir ¢alismada B. cinerea popiilasyonunun transposa, vacuma, boty ve
flipper elementi tasidig1 belirlenmistir. Bu izolatlar fenhexamid’e duyarlidir. Calismada
transposa elementinin B. cinerea 6rneklerinin %63.6’sinda bulundugu belirtilmektedir.
Dort adet B. cinerea izolatinin lokasyon, konukcu bitki ve bitki organindan bagimsiz

olarak fenhexamid’e duyarli oldugu belirlenmistir(Abdel Wahab, 2015).

Kaliforniya’da 6 farkl ¢ilek tarlasindan 59 adet B. cinerea izolat1 elde edilmistir. Bu
izolatlarin boscalid, fenhexamid, iprodione ve pyraclostrobin aktif maddelerine karsi
duyarlhilik diizeyleri belirlenmistir. Tiim izolatlarin iprodione aktif maddesine karsi
duyarli oldugu belirlenmistir. Ancak Izolatlarmn %37’sinin pyraclostrobin, %31’inin
fenhexamid, %29’unun ise boscalid aktif maddesine kars1 dayanikli oldugu saptanmistir

(Pokorny, Smilanick, Xiao, Farrar & Shrestha, 2016).



Almayda’da 2010-2015 yillar1 arasinda ahududu, cilek, iiziim, sert ¢ekirdekli meyveler
ve siis bitkilerinden elde edilen B. cinerea izolatlarinin direng frekanslar1 ve ¢oklu direng
olusumu incelenmistir. Kullanilan fungisitlere kars1 dayanikli izolatlarin oraninin yiiksek
oldugu ve fungisitlere kars1 ¢oklu dirence sahip izolatlarin B. cinerea populasyonunun
biiyilk bir kismimi olusturdugu ifade edilmistir. Laboratuvar kosullarinda yapilan
caligmalarda c¢oklu dirence sahip izolatlarin vejetatif biiyiimeleri, {iremeleri,
virlilenslikleri ve rekabet gliclerinin hassas izolatlatlar ile benzerlik gostermistir (Rupp,

Weber, Rieger, Detzel & Hahn, 2017).

Kaliforniya’da sofralik iiziim yetistirilen bolgelerden toplanan 212 adet B. cinerea
izolatinin baz1 fungisitlere karst duyarlilik diizeylerinin belirlenmesine yonelik bir
caligma yiirtitiilmiistiir. Calismada izolatlarin %85’inin boscalid, %23.1’inin cyprodinil,
%13.7’isinin fenhexamid ve %94.8’inin pyraclostrobin aktif maddesine kars1 direng
kazandig1 belirlenmistir. izolatlarmn tiimiiniin fludioxonil aktif maddesine karsi duyarli
oldugu ortaya konmustur. Izolatlarin %5.2’sinin denemede kullanilan fungisitlere kars
duyarli oldugu, %8.9’unun bir aktif maddeye, %56.1 inin iki aktif maddeye, %23.6’sinin
tic aktif maddeye ve 9%6.1°inin ise dort aktif maddeye birden diren¢ kazandigi
belirlenmistir (Saito, Michailides, & Xiao, 2019).

Tiirkiye’de fungisitlere karsi duyarlilik azalist konusunda yapilan ilk ¢aligma 1979
tarihlidir (Nemli, 1979). Duyarlilik azalis1 ile ilgili ¢alismalar genellikle, B. cinerea
tizerinde yogunlagmistir. Bu ¢alismalarin sonuglarina gore, B. cinerea izolatlariin bagda
carbendazim’e (Yildiz, 1999), ortii alt1 sebzelerinde benomyl’e (Delen, Yildiz & Manaite,
1984), domateste ipradion ve pyrimethanil’e (Delen vd., 2004; Koplay, 2004; Delen vd.,
2005) kars1 dayaniklilik kazandig1 ortaya konmustur.

Trakya’da yetistirilen saraplik ve sofralik {iziim cesitlerinde yapilan bir calismada, B.
cinerea izolatlarmin aniliopyrimidine (cyprodinil, pyrimethanil), dicarboximide
(procymidone), phenylpyrrole (fludioxonil), imidazole (imazalil), pthalimide (captan) ve
triazole (hexaconazole, tebuconazole, triadimenol, myclobutanil) duyarlilik diizeyleri
minimal besi yerinde incelenmis, fungisitlerin patojene karsi etkinlikleri ise meyve ve
yapraklar iizerinde gozlenmistir. Calismalar sonucunda izolatlarin tamami captan,
myclobutanil ve triadimenol’e dayaniklilik gdstermislerdir. Pyrimethanil, tebuconazole
ve procymidone ise yalnizca inokule edilmis taneler lizerinde etki gostermistir (Kdycii,

2007).



Akdeniz bolgesindeki seralardan toplanan 104 adet B. cinerea izolatinin pyrimethanil,
cyprodinil, fenhexam, fludioxonil ve iprodione aktif maddelerine karsi duyarlilik
azalisinin olup olmadig1 arastirilmistir. Misel gelisimleri yoniiyle yapilan ¢alismada ECso
degerleri incelendiginde cyprodinil + fludioxonil karisimi i¢in 0.01 ve 0.03 pgmL’!
arasinda, iprodione igin 0.78 ve 1.37 pgmL! arasinda, Pyrimethanil i¢in 0.007 ve 0.009
ugmL! arasinda oldugu belirlenmistir. Botrytis cinerea izolatlarinin 40 adedi ile yapilan
caligmada fenhexamid aktif maddesine kars1 izolatlarin 26’sinda, iprodione karsi ise
13’linde duyarlilik azalis1 meydana gelmistir. Denemeye alinan fungisitler arasinda B.
cinerea’ nin higbir izolatinda pyrimethanil’e kars1 duyarlilik azalis1 gézlenmedigi ve
denemede kullanilan fungisitlerden iprodione ve fenhexamid arasinda zayif pozitif ¢apraz

direng belirlendigi ifade edilmistir (Zeteroglu, 2012).

Ege Bolgesi’nde yiiriitiilen ¢calismada bag alanlarindan B. cinerea izolatlar toplanmistir.
Bu izolatlarin pyrimethanil, iprodione, fenhexamid, cyprodinil+fludioxonil, boscalid
aktif maddelerine kars1 duyarlilik diizeylerinde azalmalarin olup olmadig: belirlenmeye
calisilmistir. Aktif maddelerden pyrimethanil ve iprodione misel gelisimi engellemede
basarisiz olurken fenhexamid ve cyprodinil+fludioxonil aktif maddeleri oldukga basarili
olmustur. /n vivo kosullarda 5-10 pg/ml doz aralifinda pyrimethanil aktif maddesinin
izolatlarin %50 sinin, Iprodione aktif maddesinin ise %70’inin misel gelisimini

engelleyemedigi belirtilmistir (Selvi, 2015).

Antalya, Mugla, ve Izmir illerinde yiiriitiilen ¢alismada ortiialt1 yetistiriciligi yapilan
yerlerden B.cinerea izolatlar1 toplanmistir. Bu izolatlarin duyarlilik azalis1 pyrimethanil,
iprodione, fenhexamid, boscaid+pyraclostrobin, pyrimethanil+fluopyram ve fludioxonil
aktif maddelerine karsi in vitro ve in vivo kosullarda arastirilmistir. Calisma sonucunda
ED50 degerleri degerlendirildiginde fungisitlerin B. cinerea izolatlarinin miselyal
gelisimine etkilerinin oldukga farkli diizeylerde oldugu ortaya konmustur. Pyrimethanil
aktif maddesi 10-30 pg/ml konsatrasyonda izolatlarin misel gelisimlerini
engelleyemedigi fenhexamid, fludioxonil, boscalid + pyraclostrobin ve fluopyram +
pyrimethanil aktif maddelerinin ise 0.03-0.1 pg/ml konsantrasyonlarda misel gelisimini

engelleyebildigi belirtilmektedir (Aghdam, 2017).

Antalya ilinde yapilan bir calismada domates seralarindan B. cinerea izolatlar1 elde
edilmistir. Bu izolatlarin Signum® (boscalid + pyraclostrobin) ve Cantus® (boscalid)
fungisitlerine kars1 duyarlilik diizeyleri belirlenmistir. Misel gelisimleri yoniiyle yapilan

denemelerde hassas izolatlarin ECso degerleri boscalid’e kars1 0,7 ile 8,6 pg/ml arasinda,



boscalid + pyraclostrobin aktif maddelerine karst 0,1 ile 1,9 pg/ml arasinda oldugu
belirlenmistir. Denemede kullanilan B. cinerea izolatlarinin %20’sinin her iki fungiside
karst da duyarliliklarinda azalmalar meydana geldigi belirlenmistir. Boscalid’e karsi
duyarhilik azalisi meydana gelmis ancak boscalid + pyraclostrobin’e karsi duyarli

izolatlarin bulunamadig ifade edilmistir (Giil, Karatas, Karakaya, 2021).

Ulkemizde marul yetistirciligi her bolgede yapilabilmektedir. Bazi1 bdlgelerde hem agik
alanda hemde ortiialt1 {iretimde Kursuni kiif hastalig1 goriilebilmektedir. Ulkemizde tez
caligmasinin yiiriitiildiigli donemde bu hastaliga kars1 sadece bir adet biyolojik preparat
rutsatlt bulunmaktaydi. Ancak {ireticilerin bu hastalia karsi c¢esitli fungisitleri
kullandiklar1 arazi calismalari ve wuzmanlar ile yapilan goriismeler sonucunda
belirlenmistir. Ureticiler tarafindan 6zellikle Marulda beyaz ciiriikliik (Sclerotinia
sclerotiorum) hastaligina karst ruhsathh olan preparatlar bu hastalik i¢in de
kullanilmaktadir. Bu durumda dayniklilik kazanma riski yiiksek olan Botrytis cinerea
etmeninin pratikte kullanilan bu fungisitlere kars1 duyarlilik diizeylerinin ne oldugu
merak konusu olmustur. Bu tez ¢alismas1 Dogu Marmara Bolgesinde marulda kursuni kiif
hastalig1 etmeni Botrytis cinerea’nin bazi1 fungisitlere karsi duyarlilik diizeylerinin

belirlenmesi amaciyla yiiriitilmistiir.



2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. MATERYAL

2.1.1. Denemede Kullanilan izolatlar

Calismamizin materyallerden biri olan B. cinerea izolatlart Bilecik ili Sogiit ilgesinde
bulunan marul seralar1 ile Diizce ili Merkez il¢esindeki marul seralarindan toplanan

hastalikli marul bitkilerinden elde edilmistir (Cizelge 2.1.).

Cizelge 2.1. Botrytis cinerea izolatlar1 ve toplandig1 yerler.

Izolat No Alindig1 yer Koordinatlar

Ml Bilecik - Sogiit 40°03'59"K - 30°15'37"D
M2 Bilecik - Sogiit 40°03'58"K - 30°15'38"D
M3 Bilecik - Sogiit 40°04'15"K - 30°15'42"D
M4 Bilecik - Sogiit 40°04'17"K - 30°15'41"D
M5 Bilecik - Sogiit 40°04'17"K - 30°15'43"D
M6 Bilecik - Sogiit 40°04'15"K - 30°15'40"D
M7 Bilecik - Sogiit 40°04'45'K - 30°16'01"D
M8 Bilecik - Sogiit 40°04'44'K - 30°16'05"D
M9 Bilecik - Sogiit 40°04'43'K - 30°16'03"D
MI10 Bilecik - Sogiit 40°03'57"K - 30°15'36"D
M1l Bilecik - Sogiit 40°03'56"K - 30°15'35"D
M12 Bilecik - Sogiit 40°05'12"K - 30°16'08"D
M13 Bilecik - Sogiit 40°05'13"K - 30°16'10"D
M14 Bilecik - Sogiit 40°05'13"K - 30°16'06"D
MI15 Bilecik - Sogiit 40°05'14"K - 30°16'07"D
MIl16 Bilecik - Sogiit 40°05"20'K - 30°16'09"D
M17 Diizce - Merkez 40°53'16"K - 31°1021"D
M18 Diizce - Merkez 40°49'09'K - 31°09'22"D
M19 Diizce - Merkez 40°53'15"K - 31°10'22"D
M20 Diizce - Merkez 40°49'10'K - 31°09'22"D

Diizce ilindeki iiretimler kiigiik aile isletmeleridir. Bu igletme iiretimlerinde ge¢misten

glinimiize kadar denemede kullanmis oldugumuz fungisitler de dahil olmak {izere
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herhangi bir fungisit kullanilmamaistir. Bu nedenle bu bdlgeden elde edilen izolatlar dogal

duyarli izolatlar olarak kullanilmistir.

2.1.2. Denemede Kullanilan Fungisitler

Tez ¢alismasinin yapildigi tarihte marulda B. cinerea etmeninin neden oldugu kursuni kiif
hastaligina kars1 ruhsatl biyolojik preparat olan Bacillus amyloliquefaciens irk1 MBI600
(SERIFEL) disinda ruhsatl bir fungisit bulunmamaktadir. Ancak sektdr temsilcileri, ilag
bayileri ve iireticiler ile yapilan kisisel goriismelerde marul seralarinda iireticilerin
kursuni kiif hastaligina kars1 ruhsatli olmamasina ragmen en fazla kullandiklar fungisitler
belirlenmis ve yiiriitmilis oldugumuz calismada degerlendirilmistir (Cizelge 2.2).
Ureticilerin bu fungisitleri kullanmalarindaki temel ¢ikis noktas1 Sclerotinia sclerotium

etmeninin neden oldugu marulda beyaz ¢iirtikliik hastaligina karsi ruhsatli olmasidir.

Cizelge 2.2. Denemede kullanilan fungisitler.

Formiilasyon Ruhsat Ruhsat Tarihi ve
Aktif madde adi1 ve orant
Sekli Dozu Numarasi
375 g/L pyrimethanil +
SC 100 ml/da | 18.09.2014 /9824
125 g/L fluopyram
% 26.7 boscalid +
WG 150 g/da 25.02.2005 / 5032
% 6.7 pyraclostrobin
75 g/L fluxapyroxad +
. SC 200 ml/da | 13.07.2017 /10927
50 g/L difenoconazole

2.1.3. Denemede Kullanilan Besiyeri

Calismada hem B. cinerea izolatlarin elde edilme siirecinde hem de in vitro kosullarda B.
cinerea izolatlarin fungisitlere karsi1 duyarlilik diizeylerinin belirlenmesinde PDA (Potato
dextrose agar) besiyeri kullanilmigtir. Bir litre besiyeri hazirlamak i¢in 200g patates, 20

g glikoz, 15 g agar ve 1 litre saf su kullanilmigtir.

2.2. YONTEM

2.2.1. Botrytis cinerea izolatlarinin izolasyonu

Bilecik ve Diizce illerinde marul yetistiriciligi yapilan seralardan hastaliklt marul bitkileri

kokleri ile birlikte toplanmistir. Soguk zincirde laboratuvara getirilen marul bitkilerinin
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hem hastalikl1 yapraklarindan hem de kok bogazi kismindan hastalikli ve saglikli dokuyu
icerecek sekilde 1 cm biiyiikliginde oOrnekler almmmistir. Orneklerin  %0.5°lik
sodyumhipoklorit (NaClO) igerisinde 1 dakika siireyle ylizey dezenfeksiyonu yapilmis ve
ardindan ornekler iki kez steril saf su igerisinde yikanmistir. Ornekler steril kurutma
kagitlart igerisinde kurutulduktan sonra igerisinde PDA besiyeri bulunan petrilere
yerlestirilmistir. Bu petriler 24+°C’de inkiibasyona birakilmistir. Ekim isleminden 3 giin
sonra petrilerde gelisen B. cinerea kolonilerinin u¢ kisimlarindan miseller alinarak yeni
PDA besiyerine ekim islemi gerceklestirilip inkiibasyona birakilmistir. Saflastirilan bu
kolonilerden de tek spor kiiltiirleri elde edilmistir. Elde edilen tek spor kiiltiirleri daha
sonraki denemelerde kullanilmak {izere PDA egik agari icerisinde buzdolabinda

saklanmigtir (Weber ve Wichura, 2013; Giil, Karatas, & Karakaya, 2021).

2.2.2. Patojenisite Denemeleri

Patojenisite  ¢aligmalart maritima marul ¢esidinden koparilmis yapraklarda
geceklestirilmistir. Koparilmig marul yapraklarinin %0.5’lik sodyumhipoklorit ile ylizey
dezenfeksiyonu yapildiktan sonra yapraklar steril su ile yikanmistir. Steril kurutma
kagitlar plastik kiivetlere yerlestirilmis ve steril su ile nemlendirilmistir. Nemli kurutma
kagitlar1 ile marul yapraklarinin temasini 6nlemek amaciyla kiivetler icerisine steril cam
cubuklar yerlestirilmistir. Yiizey dezenfeksiyonu yapilan marul yapraklari bu kiivetlerin
igerisine konulmustur. PDA besiyerinde 24+°C’de 3 giin stire ile gelistirilen B. cinerea
izolatlarinin koloni kenarlarindan alinan 0.5mm biiyiiliigiindeki misel diskleri misel kismi1
yapraklara degecek sekilde yerlestirilmistir. Kiivetlerin iizeri polietilen torba ile ortiilerek
24+°C’de bir hafta siire ile inkiibasyonu birakilmistir. Kontrol olarak B. cinerea
icermeyen PDA diskleri kullanilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda olusan lezyon
caplar1 iki farkl yonde Slgiilerek ortalamalar1 alinmistir. Her bir izolat i¢in 4 yaprak ve
her yaprakta iki lezyon olmak iizere toplam 8 lezyon degerlendirilmistir (Vallejo, Carbu,

Rebordinos, & Cantoral, 2003).

2.2.3. Botrytis cinerea izolatlarinin Koloni Morfolojisine Gore Siniflandiriimasi

Botrytis cinerea izolatlar karanlik kosullarda PDA besiyerinde 24+°C’de 3 hafta siireyle
gelistirilmistir. Her bir izolat i¢in 5 petri kullanilmistir. 3 hafta sonunda izolatlar misel
gelisimleri, sporulasyon ve sklerot iretimleri yoniiyle degerlendirilmistir.
Degerlendirmeler daha onceki c¢alismalarda belirlenen sekiz morfolojik tipe gore

yapilmistir (Sekil 2.1) (Martinez vd., 2003; Tanovic, Delibasic, Milivojevic & Nikolic,
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2009).

Sekil 2.1. Botrytis cinerea kolonilerinin morfolojik tipleri; M1: Sporsuz kisa miselyum,
M2: Sporiilasyonlu havai miselyum, M3: Misel kitleleri, M4: Kalin ve yiinlii miselyum,
S1: Sklerotlar petri kabinin kenarinda, S2: Biiyiik sklerot ve bir daire seklinde dizilmis,
S3: Biiytik sklerot, diizensiz dagilmis, S4: Kiigiik sklerot ve daginik (Tanovic,
Delibasic, Milivojevic & Nikolic, 2009).

2.2.4. In vitro Kosullarda Botrytis cinerea izolatlarinin Fungisitlere Karsi Duyarhlik

Diizeylerinin Belirlenmesi
2.2.4.1. Botrytis cinerea izolatlarinin fungisitlere karsi duyarlilik azalisinin belirlenmesi

Denemede B. cinerea izolatlariin 125 g/L fluopyram + 375 g/L pyrimethanil, % 26.7
boscalid + % 6.7 pyraclostrobin ve 75 g/L fluxapyroxad + 50 g/L difenoconazole aktif
maddelerini igeren fungisitlere karsi olan duyarlilik azalis1 belirlenmistir. Duyarlilik
azalisin belirlemek amaciyla fungisitlerin 0-100 pg/ml (0.01, 0.03, 0.1, 0.3, 1, 3, 10, 30,
ve 100 pg/ml) araligindaki konsantrasyonlari kullanilmistir. Calismada kullanilan
konsatrasyonlar elde etmek amaciyla steril saf su kullanilarak fungisitlerin 1000 ve 3000
ng/ml stok konsatrasyonlart hazirlanmistir. Konsantrasyonlar hazirlanirken her bir
fungisidin icermis oldugu aktif madde oranlar dikkate alinmustir. Steril edilmis ve
50°C’ye kadar sogutulmus PDA besiyerine her bir konsantrasyon i¢in gerekli olan miktar
stok soliisyonlardan alinarak karistirilmis ve petrilere dokiilmiistiir. Fungisit icermeyen
PDA besiyeri kontrol olarak kullanilmistir. Kontrol olarak kullanilan besiyerlerine

denemede homojenligi saglamak amaciyla her konsantrasyon icin gerektigi kadar steril
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su ilave edilmistir. PDA besi yerinde gelistirilmis 3 giinliik B. cinerea kolonilerinin
kenarindan alinan 5 mm ¢apindaki misel diskler fungal gelisim kismi alta gelecek sekilde
fungisit iceren her bir petriye 3’er adet olacak sekilde yerlestirilmistir. Bu petriler
24+°C’de 3 giin siireyle inkubasyona birakilmistir. Bu siirenin sonunda petrilerde gelisen
kolonilerin ¢ap1 her biri 6l¢iim merkezden ge¢mek kosulu ile birbirine ¢apraz olacak
sekilde iki kez 6l¢iilmiis ve bu iki 6l¢iimiin ortalamas1 alimmistir. izolatlarin kontrole gore
her konsantrasyon i¢in yiizde gelisim oranlari bulunmustur. Yiizde gelisim oranlar
tizerinden de her bir izolatin ECso (Misel gelismesini % 50 engelleyen konsantrasyon)
degerleri belirlenmigtir. Deneme tesadiif parselleri deneme desenine gore ii¢ tekerriirlii

olarak kurulmustur (Abdel Wahab, 2015; Giil, Karatag & Karakaya, 2021).
2.2.4.2. Fungisitlerin minimal inhibisyon konsantrasyonun belirlenmesi

Denemede kullanilan fungisitlerin marul bitkilerinden elde etmis oldugumuz B. cinerea
izolatlar1 iizerindeki minimal hibisyon konsatrasyonlarinin belirlenmesi amaciyla
(2.2.4.1) boliimiinde belirtilen yontem kullanilmistir. Yontemde belirtildigi sekilde
inkiibasyon siiresinin sonunda misel koloni ¢aplar1 dlgiilerek degerlendirme yapilmistir.
Degerlendirme sonucunda her bir izolat i¢cin misel gelismenin goriilmedigi fungisitlerin

en diisiik konsantrasyonlar: (MIC: Minimal Inhibisyon Konsatrasyonu) belirlenmistir.

2.2.5. B. cinerea izolatlarinin Dogaya Uyum Yeteneklerinin Belirlenmesi

Denemeler sonucunda izolatlar her bir fungiside kars1 farkli diizeylerde duyarlilik azalisi
gosterdigi icin tiim izolatlarin dogaya uyum yetenekleri belirlenmistir. Izolatlarin dogaya
uyum yetenekleri spor verimleri ve misel gelisim hizlart dikkate alinarak
degerlendirilmistir. Duyarlilik azalisi olan izolatlardan elde edilen degerler duyarl

izolatlardan elde edilen degerler ile karsilastirilmistir (Dekker, 1982).
2.2.5.1. Izolatlarin misel gelisim (biiyiime) hizinin belirlenmesi

Denemelerde kullanilan izolatlarin fungisit icermeyen PDA besiyerinde misel gelisim
hizlar belirlenmistir. PDA besiyeri sterilize edilerek petrilere dokiilmiistiir. Bu petrilerin
orta kismina PDA besiyerinde gelistirilen 3 giinliik B. cinerea izolatlarina ait kolonilerin
kenar kisimlarindan alinan 5 mm ¢apindaki misel diskler yerlestirilmistir. Misel disklerin
fungal gelisim gosteren kisminin besi ortamina degmesine dikkat edilmistir. Bu petriler
244°C’de karanlikta inkiibasyona birakilmistir. izolatlara ait koloni ¢aplar giinliik olarak
dl¢iilmiistiir. Olgiimler sonucunda izolatlarin ortalama koloni c¢aplart mm/giin olarak

belirlenmis ve istatistiki analizlari yapilmistir. Deneme tesadiif parselleri deneme
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desenine gore 5 tekerriirlii olarak yiiriitiilmiistiir (Latorre, Spadoro & Riojaba, 2002).
2.2.5.2. Izolatlarin spor verimlerinin belirlenmesi

Denemede kullanilan izolatlarin spor verimleri fungisit icermeyen PDA besiyerinde tespit
edilmistir. B. cinerea izolatlari PDA besiyerinde bir hafta silireyle 24+°C’de
gelistirilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda petrilere 5 ml steril su ilave edilmis ve
sporlarin suya ge¢cmesi saglanmistir. Spor siispansiyonu iki katli steril tiilbentten
stizlilmiistiir. Bu islemin ardindan thoma kan sayim lami (Hemocytometre) kullanarak her
izolatin spor sayimlar1 yapilmistir. Spor sayimlar1 her izolat i¢in {i¢ tekrarl yapilmistir.
Sayimlar sonucunda her izolatin 1 ml’deki ortalama spor sayilar1 belirlenmis ve istatistik

analizleri yapilmistir (Latorre, Spadoro & Riojaba, 2002; Zhang, vd., 2007).

2.2.6. Koparilmis Yaprak Testleri ile Fungisitlerin Etkililiginin Belirlenmesi

Deneme in vitro kosullarda gergeklestirilen duyarlilik azalis1 ¢alismasi sonuglarina gore
belirlenen en dayanikli iki izolat ve bir adet duyarli izolat ile yiiriitiilmiistiir. Denemede
fungisitlerin Sclerotinia sclerotium etmeninin neden oldugu marulda beyaz ¢iiriikliik
hastaligina kars1 ruhsatl dozlar1 esas alinmistir. Denemede fungisitlerin ruhsat dozu, 2/3

ve 1/3 dozlar1 kullanilmistir (Cizelge 2.3).

Cizelge 2.3. Koparilmis yaprak denemesinde kullanilan fungisitlerin dozlari.

Ruhsatli doz
Aktif madde Denemede kullanilan dozlar
(Etiket tizerindeki doz)
100 ml/da
375 g/l Pyrimethanyl +
100 ml/da 66.66 ml/da
125 g/L Fluopyram
33.33 ml/da
150 g/da
% 27.7 Boscalid +
150 g/da 100 g/da
% 6.7 Pyraclostrobin
50 g/da
200 ml/da
75 g/L Fluxapyroxad + 50
200 ml/da 133.33 ml/da
g/L Difenoconazole
66.66 ml/da

Calismalar maritima marul ¢esidinden koparilmis yapraklarda geceklestirilmistir.
Koparilmis marul yapraklart %0.5’lik sodyumhipoklorit ile ylizey dezenfeksiyonu
yapildiktan sonra steril su ile yikanmigstir. Steril kurutma kagitlar1 plastik kiivetlere

yerlestirilmis ve steril su ile nemlendirilmistir. Nemli kurutma kagitlar1 ile marul
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yapraklarinin temasin1 Onlemek amaciyla kiivetler icerisine steril cam g¢ubuklar
yerlestirilmistir. Yiizey dezenfeksiyonu yapilan marul yapraklart bu kiivetlerin igerisine
konulmustur. PDA besiyerinde 24+°C’de 3 giin siire ile gelistirilen Botrytis cinerea
izolatlarinin koloni kenarlarindan alinan 0.5mm biiyiiliigiindeki misel diskleri misel kismi1
yapraklara degecek sekilde yerlestirilmistir. Her bir misel diskinin {izerine fungisitlerin
belirlenen dozlarina gore hazirlanmis konsantrasyonlardan misel disklerini kaplayacak
sekilde mikropipet yardimiyla 50 pl damlatilmistir. Kiivetlerin {izeri naylon torba ile
ortiilerek 24+°C’de bir hafta siire ile inkiibasyona birakilmistir. Kontrol olarak B. cinerea
icermeyen PDA diskleri ve B. cinerea iceren PDA diskleri kullanilmig ve {izerlerine steril
saf su damlatilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda olusan lezyon gaplari iki farkli yénde
Olciilerek ortalamalar1 alinmistir. Her bir izolat i¢in 4 yaprak ve her yaprakta iki lezyon
olmak iizere toplam 8 lezyon degerlendirilmistir (Vallejo, Carbu, Rebordinos & Cantoral,

2003)

2.2.7. istatiksel Analiz

Koparilmis yaprak denemesinde izolatlarin etkilerinin belirlenmesinde JMP 5.0.1a (SAS
Institute, USA) istatistik programi kullanilmistir. Lezyon biiyiikliiklerine ait ortalamalar
varyans analizine (ANOVA) tabi tutularak fungisitlerin etkileri belirlenmistir. Etki
degerlerinin kiyaslanmasinda %95°lik giiven aralifinda Duncan testi uygulanmistir. ECso
degeri (misel gelisimini %50 oraninda azaltan etkili konsantrasyon) probit analiz
yapilarak belirlenmistir. Probit analizlerinde SPSS programi (SPSS 17.0 commercial

software, SPSS, Inc., Chicago, IL) kullanilmstir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. BULGULAR

3.1.1. Botrytis cinerea 1zolasyonu ve Izolatlarin Koloni Morfolojisine Gore

Siniflandirilmasi

Bilecik ili Sogiit ilgesinde oOrtiialtt marul yetistiricigi yapilan bolgeden alinan ve hastalik
belirtisi gosteren marul Orneklerinden izolasyonlar yapilmistir. Yapilan izolasyonlar
sonucunda 16 adet izolat elde edilmistir. Diizce ili merkez ilgesinde marul yetistiriciligi
kiiciik aile isletmesi seklindedir. Uretimler daha cok semt pazarlarinda degerlendirilmekte
olup bir kismi da kendi ihtiyaclarmi karsilamaktadir. Genelde yetistiricilik doneminde
iireticiler hastaliklara karsi fungisit kullanmay1 tercih etmemektedirler. Orneklerin
alindig1 bolgede ise simdiye kadar denemede kullanmis oldugumuz fungisitler de dahil
olmak {izere herhangi bir fungisit kullanimi1 olmamuistir. Yapilan izolasyonlar sonucunda
bu bolgeden 4 adet izolat elde edilmistir. Tim izolatlarin tek spor kiiltiirleri elde edilmis

ve daha sonraki ¢caligmalarda kullanilmak tizere egik agarda saklanmustir.

Izolatlar PDA besi ortamindaki misel gelisimleri, sporulasyon ve sklerot iiretimleri
yoniiyle koloni morfolojilerine gore siniflandirilmistir (Cizelge 3.1.). Degerlendirmeler
daha onceki caligmalarda belirlenen sekiz morfolojik tipe gore yapilmistir (Martinez vd.,
2003; Tanovic, Delibasic, Milivojevic & Nikolic, 2009). Yapilan degerlendirmeler
sonucunda B. cinerea’nin M2 ve M6 nolu izolatlarinin sadece misel ve spor olusturdugu
belirlenmis ve koloni morfolojisine goére M2 grubunda yer aldigi saptanmistir. B.
cinerea’nin M3 ve M20 nolu izolatlariin miselleri kitleler halinde gelismesi nedeniyle
koloni morfolojisine gore M3 grubunda degerlendirilmistir. Koloni morfolojisi yoniiyle
sklerot olusturan izolatlar degerlendirildiginde B. cinerea’nin M19 nolu izolatinin S1
grubuna girdigi goriilmistir. Bu grupta sklerotlar petri kabmin kenarlarinda
olugmaktadir. B. cinerea’nin M5, M9, M10, M15 ve M17 nolu izolatlar1 biiytik sklerot
olusturmus olup bu sklerotlar bir daire bigciminde dizilmistir. Bu izolatlar koloni
morfolojisine gore S2 grubunda siiflandirilmistir. Koloni morfolojisine gore biiyiik
sklerotlarin diizensiz dagildigi S3 grubuna ise B. cinerea’nin M7, M8, M13, M14, M16

ve M18 nolu izolatlar1 yer almistir. Koloni morfolojisine gore kiigiik ve daginik sklerot
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olusumunun goriildiigli S4 grubunda ise B. cinerea’nin M1, M4, M11 ve M12 nolu
izolatlar1 yer almistir. Botrytis cinerea M4 nolu izolat diger izolatlardan farkli olarak mor

renkli misel olusturmustur.

Cizelge 3.1. Koloni morfolojisine gore siniflandirma gruplar1 ve bu gruplara giren B.

cinerea izolatlar.

Koloni morfolojisine gore siniflandirma Botrytis cinerea izolatlarimin girdigi
grubu gruplar
M1 (Sporsuz kisa miselyum) -

M2 (Sporiilasyonlu havai miselyum)

M3 (Misel kitleleri)

M4 (Kalin ve yiinlii miselyum)

S1 (Sklerotlar petri kabinin kenarinda)

S2 (Biiyiikk sklerot ve bir daire seklinde | %
dizilmis) "

S3 (Biiyiik sklerot, diizensiz dagilmis)

S4 (Kiigiik sklerot ve daginik)
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3.1.2. Botrytis cinerea izolatlarinin Patojenisiteleri

Botrytis cinerea izolatlarinin patojenisite sonuglari incelendiginde Diizce ilinden izole
edilen M17, M18, M19 ve M20 nolu izolatlarin marul yapraklarinda olusturmus olduklari
lezyonlarin diger izolatlara gore daha biiyiik oldugu goriilmektedir. Bu izolatlarin lezyon
buytikliikkleri 33.3-39.7 arasinda degisim gostermistir. Bu durum bu izolatlarin
viriilensliklerinin diger izolatlardan daha yiiksek oldugunu ortaya koymaktadir. Diger

izolatlarin lezyon biiyiikliikleri 14.9-31.9 mm arasinda degismektedir.

45,0
40,0
35,0
30,0
25,0
20,0

15,0

Lezyon buyuklugi (mm)

10,0
5,0

0,0

M18 39, 7a*
M20 I 38.3a
M17 - 38.1a
M19 I 33.3b
M9 - 31.9bc
M15 I 30.5bcd
M16 I 29. 5bcd

M7 | 28.1cde

M1 I 28.1cde

M12 | 28cde

M5 I 2 7. 9cde

M13 I 27.1def

M2 I 2 7 def

M8 I 26. 3def

M3 I 26,1 def

M6 I 24, 4efg

M4 I 22 7fgh

M10 I 20.8gh

M14 I 18.6h

M11 I 14,9

Botrytis cinerea izolatlar

Sekil 3.1. Botrytis cinerea izolatlarinin marul yapraklarinda olusturmus oldugu lezyon
biiyiikligii.
*Farkl1 harflerle gosterilen ortalamalar arasinda istatistiksel agidan énemli farkliliklar

bulunmaktadir (P > 0.05).

3.1.3. Botrytis cinerea izolatlarinin Fungisitlere Karsi Duyarhhk Diizeyleri

Botrytis cinerea izolatlarinin tez ¢alismasinda kullanilan fungisitlere karsi (8 farkli
konsantrasyonda) duyarlhilik azalisinin belirlenmesine yoOnelik yapilan denemeler
sonucunda her bir fungisit igin farkli sonuglar elde edilmistir. izolatlarin kontrole gore
belirlenen yiizde gelisim oranlar1 her bir fungisit i¢in Ek 1°de Cizelge 6.1, 6.2 ve 6.3’te
verilmigtir. Yiizde gelisim oranlari iizerinden de her bir izolatin ECso (Misel gelismesini
% 50 engelleyen konsantrasyon) degerleri belirlenmistir. Fungisitlerin belirlenen ECso

(ng/ml) degerleri Cizelge 3.2°de verilmistir.
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Cizelge 3.2. Farkli fungisitlere kars1 B. cinerea izolatlarinin ECso degerleri (ng/ml).

Botrytis Fungisitler

cinerea Pyrimethanyl+ Boscalid+ Fluxapyroxad+

izolatlar Fluopyram Pyraclostrobin Difenoconazole
M1 7.848 25.828 0.393
M2 37.657 51.025 0.59
M3 37.12 25.529 0.27
M4 0.334 0.054 1.53
M35 0.739 0.093 3.151
M6 6.85 21.704 0.51
M7 9.938 5.699 2.725
M8 18.434 44921 11.154
M9 0.687 0.113 1.056
M10 7.238 17.64 0.435
M1l 0.469 0.056 4.377
M12 9.267 9.165 0.822
M13 18.503 11.77 3.574
M14 21.953 11.336 0.62
M15 6.715 0.044 4.476
M16 1.479 6.714 3.277
M17 0.188 0.03 0.701
M18 0.867 0.038 0.302
M19 0.11 0.017 1.968
M20 0.146 0.029 0.443

Pyrimethanyl+fluopyram aktif maddelerine kars1 Diizce ilinden elde edilen ve dogal
duyarl oldugu kabul edilen M17, M18, M19 ve M20 nolu izolatlarin EC50 degerleri
0.11-0.867 ng/ml arasindadir. B. cinerea’nin M4, M5, M9 ve M11 nolu izolatlarin EC50
degerleri 1 pg/ml altinda oldugu  belirlenmistir. Bu  izolatlarin  da
pyrimethanyl+fluopyram aktif maddelerine kars1 duyarli oldugu diisiiniilmektedir. Diizce
izolatlar1 ile karsilastirildiginda 6zellikle B. cinerea’nin M2, M3, M7, M§, M12, M13 ve
M14 izolatlarinin bu fungiside kast duyarliliklarinda 6nemli 6l¢iide azalma oldugu
goriilmektedir. Diger bir deyisle bu izolatlarin fungisitlere kars1 dayaniklilik kazanmaya
basladig1 diisiiniilmektedir. Ozellikle 100 pg/ml konsantrasyonda bile M2, M8, M13 ve
M14 nolu izolatlarin misel gelisimleri devam etmistir. Pyrimethanyl+fluopyram aktif
maddelerinin farkli dozlarmin uygulandig1 petrilerde B. cinerea’nin M2 ve M19 nolu

izolatlarinin misel gelisimleri Sekil 3.2°de gosterilmistir.
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Sekil 3.2. Pyrimethanyl+fluopyram aktif maddelerinin farkli dozlarinin uygulandigi

petrilerde Botrytis cinerea M2 ve M 19 nolu izolatlarin misel gelisimleri.

Boscalid+pyraclostrobin aktif maddelerini iceren fungiside karst B. cinerea izolatlarinin
ECso degerleri (ug/ml) arasinda oldukga farkliliklar bulunmaktadir. Dogal duyarli olarak
kabul edilen B. cinerea’nin M17, M18, M19 ve M20 nolu izolatlarinin EC50 degerleri
0.017-0.038 pg/ml arasinda oldugu belirlenmistir. EC50 degerleri 0.1 pg/ml ve altinda
olan B. cinerea’nin M4, M5, M9, M11 ve M15 nolu izolatlarinin bu fungiside karsi
duyarliliklarin1 kaybetmemis oldugu goriilmektedir. B. cinerea’nin M1, M2, M3, M6,
MS, M10, M13 ve M14 nolu izolatlar1 fungiside kars1 duyarliliklarinda azalis olmaya
basladigi diisiiniilmektedir. Bu izolatlarin EC50 degerleri 11.336-51.025 pg/ml arasinda
degismekte olup duyarli oldugunu kabul ettigimiz diizce izolatlar1 esas alindiginda EC50
degerleri yaklasik 600- 1300 kat artis gostermistir. B. cinerea’nin M1, M2, M3, M6, M7,
MS, M10, M12, M13, M14 ve M16 nolu izolatlarin misel gelisimleri bu fungisidin 100
png/ml konsantrasyonda da devam etmistir. Boscalid+pyraclostrobin aktif maddelerinin
farkli dozlarinin uygulandigi petrilerde B. cinerea’nin M2 ve M 19 nolu izolatlarinin misel

gelisimleri Sekil 3.3°de gosterilmistir.
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Sekil 3.3. Boscalid+pyraclostrobin aktif maddelerinin farkli dozlarinin uygulandig:

petrilerde Botrytis cinerea M2 ve M 19 nolu izolatlarin misel gelisimleri.

Fluxapyroxad+difenoconazole aktif maddelerini iceren fungiside kasi B. cinerea
izolatlarin ECso degerleri (ng/ml) diger iki fungiside gore daha diisiik oldugu
belirlenmistir. Dogal duyarli Diizce izolatlart M17, M18 ve M20’nin ECso degerleri
0,302-0,701 pg/ml arasindadir. Ancak Diizce’den izole edilen M19 izolatinin ECso
degerleri digerlerinden farkli olarak 1,968 ug/ml olarak belirlenmistir. Bu fungiside kars1
en yiiksek ECso degeri 11.154 pg/ml olan B. cinerea’nin M8 nolu izolatidir. Bu izolatin
ECso degeri diger iki fungiside kars1 da yiiksek oldugu goriilmektedir. ECso degerleri 1
png/ml altinda olan B. cinerea’nin M1, M2, M3, M6, M10, M12 ve M14 nolu izolatlart
fungiside kars1 duyarliliklarin1 kaybetmemislerdir. Ancak bu fungiside karsi duyarli
oldugunu diisiindiigiimiiz bu izolatlar diger iki fungiside kars1 ECso degerlerinin yiiksek
olmasi ilerisi i¢in endige vericidir. Fluxapyroxad+difenoconazole aktif maddelerinin
farkli dozlarinin uygulandigi petrilerde B. cinerea’nin M8 ve M18 nolu izolatlarinin misel

gelisimleri Sekil 3.4’ de gosterilmistir.
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Sekil 3.4. Fluxapyroxad+difenoconazole aktif maddelerinin farkli dozlarinin

uygulandigi petrilerde Botrytis cinerea M8 ve M18 nolu izolatlarin misel gelisimleri.

Botrytis cinerea izolatlarinin her fungisit i¢in belirlenmis olan ECso degerlerinin sayisal
dagilimi Cizelge 3.3’de verilmistir. Oransal dagilimlari ise grafik halinde gdsterilmistir
(Sekil 3.5). Grafiklere altinc1 dereceden polinom egim egrisi ilave edilmistir. Polinom
egrilerindeki R? degerlerinin 1’¢ yakin olmasi egim egrilerinin uyumlu oldugunu

gostermektedir.

Cizelge 3.3. Botrytis cinerea izolatlarinin ECso degerlerine (ug/ml) gore sayisal (adet)

dagilimlari.

Konsantrasyonlar(pg/ml)

Fungisitler 0.01- [0.03- ]0.1- 10- [30-

0.03 ]0.1 0.3 0.3-1)1-3 13-10 30 100 >100
Pyrimethanyl+fluopyram 0 0 3 5 1 6 3 2 0
Boscalid+pyraclostrobin 3 5 1 0 0 3 6 2 0
:luxapyroxad+d1fenoconazol 0 0 1 9 4 5 | 0 0

Pyrimethanyl+fluopyram aktif maddesini igceren fungisit ile yapilan ¢alismada 5 adet
izolatin ECso degerinin 0,3-1 pg/ml araliginda oldugu goriilmektedir. 3-10 pg/ml
konsantrasyon  aralifinda ise 6 adet izolatin oldugu  goriilmektedir.
Boscalid+pyraclostrobin aktif maddesini igeren fungisit calismasindaki ECso degerlerinin
dagilimlarina bakildiginda izolatlarin iki farkli grupta toplandig1 goriilmektedir. Bir grup
izolatin ECso degerleri 0.01-0.3 pg/ml kosantrasyon aralifinda yer alirken diger grup
izolatin ECso degerleri 3-100 pg/ml kosantrasyon araliginda yer almistir.

Fluxapyroxad+difenoconazole aktif maddesini igeren fungisitte ise izolatlarin yarisina ait
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ECso degerleri 0.1-1 pg/ml kosantrasyon araliginda yer almigtir. Diger yarisinina ait ECso

degerlerinin 1-30 pg/ml kosantrasyon araliginda oldugu belirlenmistir.

Pyrimethanil + fluopyram
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Sekil 3.5. Botrytis cinerea izolatlarinin izolatlarinin ECso degerlerine (pug/ml) gore

oransal (%) dagilimlari.

Botrytis  cinerea izolatlarina uygulanan aktif maddeler icin hesaplanan ECsg
degerlerinden yola ¢ikilarak hesaplanan izolat dagilimlari incelendiginde ve 1 pg/ml
degeri esas alindiginda; izolatlarin %60’ 1min pyrimethanyl+fluopyram aktif maddesine,
%355’ 1nin boscalid+pyraclostrobin aktif maddesine, %350’sinin ise

Fluxapyroxad-+difenoconazole aktif maddesine sahip fungisitlere kars1 duyarliliklarinda
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azalma oldugu goriilmektedir.

In vitro kosullarda B. cinerea izolatlarinin tez ¢alismasinda yer alan fungisitlere karsi
MIC (misel gelismesinin tamamen engellendigi en diisiikk konsantrasyon) degerleri

belirlenmistir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. Farkli fungisitlere kars1 B. cinerea izolatlarinin MIC degerleri (ug/ml).

. Fungisitler
B. cinerea
izolatlari Pyrimethanyl+ Boscalid+ Fluxapyroxad+
Fluopyram Pyraclostrobin Difenoconazole
Ml 100 >100 100
M2 >100 >100 10
M3 100 >100 100
M4 100 10 30
M5 100 100 >100
M6 100 >100 100
M7 100 >100 100
M8 >100 >100 >100
M9 100 10 100
M10 100 >100 10
M1l 100 1 100
MI12 100 >100 100
M13 >100 >100 100
M14 >100 >100 100
M15 100 1 100
M16 30 >100 >100
M17 30 3 30
M18 30 1 10
M19 30 1 100
M20 30 1 10

Pyrimethanyl+fluopyram aktif maddeleriini igeren fungiside karsi izolatlarin MIC
degerleri incelendiginde Diizce izolatlar1 olan M17, M18, M19 ve M20 nolu izolatlarin
MIC degerinin 30 pg/ml oldugu goriilmektedir. Bu izolatlarin disinda M 16 nolu izoaltin
da MIC degeri 30 pg/ml’dir. Diger izolatlarin MIC degerleri oldukg¢a yiiksek oldugu
belirlenmistir. B. cinerea’nin M1, M3, M4, M5, M6, M7, M9, M10, M11, M12 ve M15
nolu izolatlarin MIC degerinin 100 pg/ml oldugu saptanmistir. B. cinerea’nin M2, M8,
M13 ve M14 nolu izolatlarin ise MIC degeri 100 pg/ml’den fazladir.

Boscalid+pyraclostrobin aktif maddelerini iceren fungiside karsi Botrytis cinerea

izolatlarinin MIC degerleri arasinda oldukga farklilik bulunmaktadir. B. cinerea’nin M11,
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M15, M18, M19 ve M20 nolu izolatlarin MIC degeri 1 pg/ml olmasina ragmen M1, M2,
M3, M6, M7, M8, M10, M12, M13, M14 ve M16 nolu izolatlarda 100 pg/ml’den fazla

oldugu belirlenmistir.

Fluxapyroxad-+difenoconazole aktif maddelerini igeren fungside karsi izolatlarin MIC
degerlerinin yliksek oldugu belirlenmistir. En az MIC degeri B. cinerea’nin M2, M10,
M18 ve M20 nolu izolatlarinda 10 pg/ml olarak belirlenmistir. Izolatlarin biiyiik
cogunlugunun MIC degerlerinin 100 pg/ml oldugu saptanmaistir.

Izolatlarin her fungisit igin belirlenmis olan MIC degerlerinin sayisal dagilimi Cizelge
3.5’de verilmistir. Oransal dagilimlar1 ise grafik halinde gosterilmistir (Sekil 3.6).
Grafiklere altinci dereceden polinom egim egrisi ilave edilmistir. Polinom egrilerindeki

R? degerlerinin 1’e yakin olmasi egim egrilerinin dogru oldugunu gdstermektedir.

Cizelge 3.5. Botrytis cinerea izolatlarinin MIC (pg/ml) degerlerinin sayisal dagilimlari.

.. Konsantrasyonlar(pg/ml)
Fungisitler 0.01]0.03J0.1]03[1 [3 [10 [30 [100 [>100
pyrimethanyl+fluopyram 0 0 0 [0 |0 [0 |0 5 11 4
boscalid+pyraclostrobin 0 0 0 |0 |5 |1 |2 0 1 11
fluxapyroxad+difenoconazole | 0 0 0 [0 |0 [0 |4 2 11 3

Pyrimethanyl+fluopyram ve fluxapyroxad+difenoconazole aktif maddelerini igeren
fungisitlere kars1 izolatlarin yaklasik %55’inin (11 adet) MIC degerleri 100 pg/ml oldugu
belirlenmistir. Boscalid+pyraclostrobin aktif maddesini iceren fungiside kars1 izolatlarin
belirlenmis olan MIC degerleri arasinda farkliliklar goriilmektedir. Izolatlarin yaklasik
%355’1nin (11 adet) MIC degerleri 100 pg/ml tizerinde olmasina karst %25’inin (5adet)
Iug/ml oldugu belirlenmistir. Bu 5 adet izolatin fungiside karsi oldukca duyarli oldugu

goriilmektedir.
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Sekil 3.6. B. cinerea izolatlarinin MIC degerlerine (pg/ml) gore oransal (%)
dagilimlari.
3.1.4. Botrytis cinerea izolatlarinin Dogaya Uyum Yetenekleri
3.1.4.1. Izolatlarin misel gelismim (biiyiime) hizi

Botrytis cinerea izolatlarinin misel gelisim hizlarin belirlenmesine yonelik yiiriitiilen

calismalarin sonuglar Cizelge 3.6’da gosterilmistir.

En hizli gelisim 1. giinde M5 izolatinda iken, diger gilinlerde M1 nolu izolatta
goriilmiistiir. Ilk ii¢ giinde izolatlarin gelisimleri arasinda farkliliklar goriilse de 4. giinde
11 izolat tiim petriyi kaplamistir. Geri kalan 9 izolat ise 5. glinde petriyi kaplamistir.

Denemenin 5. giinlinde izolatlarin tamami gelisimlerini tamamlamistir.
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Cizelge 3.6. B. cinerea izolatlarinin misel gelisim hizlar1 (mm).

1.glin 2.giin 3.glin 4.giin
izolat Koloni izolat Koloni izolat Koloni izolat Koloni
¢ap1(mm) ¢ap1(mm) ¢ap1(mm) ¢ap1(mm)

M5 11.77a* | M1 35.66a* M1 59.76a* M1 78a*
Ml 11.55a M5 35.10ab M3 58.97ab M3 78a
M6 10.50ab | M3 31.19bc MI12 57.88abc MI12 78a
MI12 9.93b MI10 29.98cd M20 57.65abc M20 78a
M3 9.90b M12 29.70cd M5 57.14abcd | M5 78a
M7 9.54bc M6 29.57cde M4 56.83abcde | M4 78a
M2 9.24bc M20 29.18cde MI10 55.37bcdef | M10 78a
M10 9.19bcd | M4 28.61cdef |M13 54.27cdefg |M13 78a
M20 8.24dce |M13 28.04cdefg | M6 53.60defgh | M6 78a
MI13 7.63def | M7 26.85defgh | M14 52.94efgh | M17 78a
M4 7.11efg M14 25.69¢efght | M2 51.74fgh1 | M19 78a
MS8 7.02efg M9 24.98fghyy | M17 50.70gh1 M14 75.44ab
M14 6.47fgh | M2 24.51ghyj M9 50.63gh1 M2 73.50bc
M9 6.42fgh | M17 24.33ghyj M7 50.41gh1 M7 72.83bcd
M17 6.28fgh | MI19 24.08hyj M19 50.23h1 M15 70.99cde
M19 5.97gh Ml11 22475k Mil11 48.011 M9 70.88cde
MI15 5.62gh MS 21.71jk MI15 43.93j M18 70.39de
MIl11 5.17h M18 19.62kl1 M18 43.57j Mil11 69.15¢ef
Mi16 5.07h1 M15 19.52kl1 M8 43.54j Mi16 66.75¢f
MI18 3.981 Mi16 17.121 Mi16 39.07k MS 63.59¢g

*Siitunlarda farkl1 harflerle gosterilen ortalamalar arasinda istatistiksel acidan énemli farkliliklar

bulunmaktadir (P > 0.05).
3.1.4.2. Izolatlarin spor verimleri

Botrytis cinerea izolatlarinin spor verimleri yoniiyle in vitro kosullarda yapilan ¢aligma
sonuclar1 incelendiginde izolatlar arsinda farkliliklar oldugu goriilmektedir. Spor
verimleri yapilan sayimlar sonucunda spor yogunlugu 10° olarak belirlenmistir (Sekil
3.3). En yiiksek spor verimi 4.91 x 10°ile M16 nolu izolatta belirlenirken en diisiik spor
verimi 0.18 x 10° ile M2 nolu izolatta saptanmistir. Tez calismasinda kullanilan iic
fungiside kars1 ECso degerleri yiiksek olan M8 nolu izolatin spor veriminin de yliksek
oldugu goriilmektedir. Bezer sekilde ECso degerleri yliksek olan B. cinerea’nin M13, M6,
M12, M10, M14, M7 ve M3 nolu izolatlarinin spor verimleri de yiiksektir. Ancak M2 ve

M1 izolatlarinin ECso degerleri yiiksek olmasina ragmen spor verileri diistiktir.
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Sekil 3.7. Izolatlara ait spor sayilari
*Farkl1 harflerle gosterilen ortalamalar arasinda istatistiksel agidan énemli farkliliklar

bulunmaktadir (P > 0.05).

3.1.5. Koparilmis Yaprak Denemesinde Fungisitlerin Etkililigi

Dayanikli ve duyarli izolatlarin reaksiyonlarini belirlemek amaciyla fungisitlerin ruhsat
dozu(1/1) ve 2/3 ve 1/3 dozlar1 koparilmis yaprak denemesinde kullanilmistir. Koparilmis
yaprak denemesi sonucunda izolatlarin meydana getirmis olduklar1 lezyon biiytikliikleri

Olcililmiis ve fungisitlerin etkileri belirlenmistir (Cizelge 3.7, 3.8, 3.9).

Cizelge 3.7. Koparilmis yaprak denemesinde izolatlarin lezyon biiytikliikleri ve

Pyrimethanyl+fluopyram aktif maddelerini i¢ceren fungisidin etkileri.

Kullanilan dozlar
. Kontrol 33.33 ml/da .66.66 ml/da 100 ml/da
Izolatlar Lezyon Lezyon Lezyon Lezyon Etki
bityikliigii | biyikligi | Etki (%) | biyikligi | Etki (%) | biyiikli ;
(mm) (mm) (mm) i (mm) | %)

M2(D) 25.38 22.02 12.38b* 21.67 14.63b* | 17.47 | 30.79¢
%

M3(D) 28.67 21.27 21.70b 20.60 21.30b 13.55 | 49.61b

M19(H) 32.54 10.12 66.26a 0 100a 0 100a

*Siitunlarda Farkli harflerle gésterilen ortalamalar arasinda istatistiksel agidan énemli farkliliklar
bulunmaktadir (P > 0.05). D: Dayanikli H: Duyarl.

Pyrimethanyl+fluopyram aktif maddelerini igeren fungisit ile yapilan ¢aligma i¢in ECso
degerleri en yiiksek olan B. cinerea’nin M2 ve M3 izolatlar1 ve en diisiik olan M 19 izolati
kullanilmistir (Cizelge 3.7). Fungisit uygulanmamis marul yapraklarinda her izolatin

meydana getirmis oldugu lezyon biiyiikliigli fungisidin farkli dozlarinin uygulandigi
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yapraklardaki lezyon biiytikliikleri ile kasilastirilmistir (Sekil 3.8). Fungisidin ruhsat dozu
olan 100 ml/da dozun uygulandig1 yapraklarda M2 ve M3 nolu izolatlar kontrole yakin
biiyiikliikte lezyon olusturmuglardir. Bu lezyonlar kontrol ile karsilastirildiginda
fungisidin bu dozu M2 izolatina karsi %17.47 oraninda M3 izolatina kars1 %40.61
oraninda etki elde etmistir. Baska bir deyisle izolatlar fungisidin ruhsat dozunda bile
gelismeye devam etmis ve yapraklarda lezyon meydana getirmistir. Diizce’den elde
edilen duyarlilik azalisinin olusmadigimi diisiindiigiimiiz ve en diisiik ECso degerlerine
sahip M19 izolatinda ise fungisidin 100 ml/da ve 66.66 ml/da dozunda marul
yapraklarinda herhangi bir lezyon olusumu goriilmemistir. Yani fungisidin bu iki dozu
izolatin gelisimini tamamen engellemistir. Bu sonuglar in vitro kosullarda belirlenmis
olan bazi B. cinerea izolatlarinin pyrimethanyl+fluopyram aktif maddelerini iceren

fungiside kars1 dayaniklilik kazanmaya basladigini desteklemektedir.

Sekil 3.8. Pyrimethanyl+fluopyram ile yapilan koparilmis yaprak denemesinde
izolatlarin lezyon biiytikliikleri.
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Boscalid+pyraclostrobin aktif maddelerini igceren fungisit ile yapilan ¢aligmada ise bu
fungiside kars1 ECso degerleri en yiiksek olan B. cinerea’nin M2 ve M8 izolatlar1 ve ECso
degeri en diisiik olan M 19 izolat1 kullanilmistir. Kontrol ile karsilagtirildiginda fungisidin
farkli dozlarinin uygulandig1 marul yapraklarinda M2 izolatinin meydana getirdigi lezyon
biiytikliiklerinin kontrole yakin oldugu goriilmiistiir (Cizelge 3.8, Sekil 3.9). En yiiksek
ECso degerlerinden birine sahip olan M8 nolu izolat fungisidin her dozunda da kontrole
yakin bliyiikliikte lezyonlar meydana getirmistir. Fungisitin tim dozlar1 B. cinerea’nin
MS nolu izolatina kars1 etki gostermemistir. Bu fungiside kars1i ECso degeri en diisiik olan
M19 izolatinin fungisidin 50 ml/da ve 100 ml/da dozlarinda meydana getirmis oldugu
lezyon biiyiikliikleri kontrol ile karsilastirildiginda lezyon biiyiikliiklerinin oldukea kiiciik
oldugu goriilmiistiir. Fungisidin belirtilen bu dozlardaki etkisi ise sirastyla %92.33 ve
%93.7 olmustur. Fungisidin ruhsat dozu olan 150ml/da uygulamasinda ise hi¢ lezyon

olugsmamuistir. Fungisit bu dozu M19 izolatinin gelisimini tamamen durdurmustur.

Cizelge 3.8. Koparilmis yaprak denemesinde izolatlarin lezyon biiytikliikleri ve

Boscalid+Pyraclostrobin aktif maddelerini i¢eren fungisidin etkileri.

Kullanilan dozlar
Kontrol 50 ml/da 100 ml/da 150 ml/da

Polatlar ) Leayon | vemvon | Ewi | LN | pui | LYOD | B

biiylikliigl | bliytukligi (%) biiytkligi (%) biiytikligi (%)

(mm) (mm) ° (mm) ° (mm) °

M2(D) 25.38 24.27 3.91c* 23.95 4.94*b 23.56 6.74c*
M8(D) 27.81 22.19 20.13b 20.77 24.82b 23.47 23.94b
MI19(H) 32.54 345 92.33a 1.47 93.70a 0 100a

*Siitunlarda Farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasinda istatistiksel agidan énemli farkliliklar

bulunmaktadir (P > 0.05). D:Dayanikli H:Duyarh.

Fluxapyroxad + difenoconazole aktif maddelerini igeren fungisit ile yapilan ¢aligmada
diger calismada ise bu fumgiside karsi ECso degerleri en yiiksek olan M8 ve M15
izolatlar1 ve Diizceden elde edilen ve en diisiikk ECso degeri olan M 18 izolat1 kullanilmigtir

(Cizelge 3.9).
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Sekil 3.9. Boscalid+pyraclostrobin ile yapilan koparilmis yaprak denemesinde

izolatlarin lezyon biiytikliikleri.

Cizelge 3.9. Koparilmis yaprak denemesinde izolatlarin lezyon biiytikliikleri ve

Fluxapyroxad + Difenoconazole aktif maddelerini igeren fungisidin etkileri.

Kullanilan dozlar

' Kontrol 66.66 ml/da 133.33ml/da 200ml/da
Izolatlar | Lezyon Lezyon . Lezyon . Lezyon .
biiyiikligi | biiyikligi %}t/k)l biiyikligi %}t/k)l biiy ikl %}t/k)l
(mm) (mm) 0 (mm) 0 (mm) 0
M8(D) 27.81 24.06 12.93b* 20.99 23.66b* 20.94 24.13b*
M15(D) 43.29 35.91 16.50ab 29.55 31.60ab 29.45 31.85b
M18(H) 43.80 26 40.26a 22.43 49.29a 15.58 64.52a

*Siitunlarda farkli harflerle gésterilen ortalamalar arasinda istatistiksel agidan énemli farkliliklar
bulunmaktadir (P > 0.05). D:Dayanikli H:Duyarl.
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Fluxapyroxad + difenoconazole aktif maddelerini i¢eren fungisit ile yapilan ¢alismada B.
cinerea’nin M8 ve M15 nolu izolatlar1 66.66 ml/da, 133.33 ml/da ve 200 ml/da dozlarinda
marul yapraklarinda kontrole yakin biyiikliikte belirti olusturmustur (Sekil 3.10).
Fungisidin bu iki izolata kars1 etkisi 200 ml/da dozda sirasiyla %24.13 ve %31.85 olarak
belirlenmigtir. Duyarli olarak diislindiigiimiiz M 18 izolatina kars1 ise 200 ml/da dozunda

%64.52 oraninda etki belirlenmistir.

. B

Sekil 3.10. Fluxapyroxad+difenoconazole ile yapilan koparilmis yaprak denemesinde

izolatlarin lezyon biiyiikliikleri.
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3.2. TARTISMA

Botrytis cinerea diinya ¢apinda 200'den fazla mahsul tiiriinde ciddi kayiplara neden
olmaktadir. Konukc¢ularinin olgun veya yaslanmis dokular1 en fazla zararin olustugu
yerlerdir. Ancak bu tiir dokulara genellikle bitkinin gelisim doneminde ¢ok daha erken
bir agsamada girer ve uzun bir siire hareketsiz kalir. Cevre sartlar1 etmen i¢in uygun
oldugunda ve konukgu fizyolojisi degistiginde hizla dokulart c¢iiriitiir. Bu nedenle,
goriliniiste sagliklt goériinen bu {iriinlerin tasinmasi, pazarlanmasi veya depolanmasi
sirasinda ciddi zararlara neden olabilmektedir (Williamson, Tudzynski, Tudzynski & Van

Kan, 2007).

Botrytis cinerea etmeninin konukcularindan biri de maruldur. Ozellikle 6rtii altinda
yetistirilen marullarda yetistirildigi bolgeye bagli olmakla beraber serin ve nemli iklim
kosullarinda daha c¢ok goriilmektedir (Shin, Kim & Jung, 1991). Etmen yaslh marul
yapraklarini ve bitkinin 6zellikle toprakla temas ettigi yaralanmig kdk bogazini enfekte
eder (Cho vd. 1997). Enfeksiyon bolgeleri baslangicta suda haslanmig gibi goriiniir.
Zaman ilerledikce lezyon rengi kahverengiden griye kadar degisir. Hastalik yapraklardan
govdeye yayilabilir ve govde hizla yumusayarak ciiriir. Zamanla lekelerin iizerinde

etmeningri renkli miselleri geligebilir (Shim, Kim, Kim & Jee, 2014).

Tez calismast i¢in Botrytis cinerea izolatlarini elde etmek amaciyla marul 6rneklerini
aldigimiz bolge Bilecik ili So6giit ilgesinde bulunmaktadir. Sakarya nehri kenarinda
yapilan ortii alt1 yetistiricili§i yaz doneminde domates ve salatalik, kis doneminde ise
marul tiretiminden olugmaktadir. Kis doneminde yapilan marul iiretimi nedeniyle serin
ve nemli iklim kosullar1 Botrytis cinerea etmeni i¢in uygun ortam olusturmaktadir. Bu
nedenle her yil hemen hemen her serada kursuni kiif hastalig1 goriilebilmektedir.
Ornekleme amaciyla seralar gezilirken yukarida bahsedilen hastalik belirtilerini tasiyan
marul bitkileri ile hemen hemen her serada karsilasiilmistir. Benzer iklim kosullarinda
marulda goriilebilen bir diger hastalik etmeni de Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary,
olan beyaz ciiriikliik hastaligidir. Ureticiler bu hastalikla miicadelede ruhsatli olan
fungisitleri kullanmaktadirlar. Ancak marulda kursuni kiif hastaligina neden olan Botrytis
cinerea etmenine karsi bir biyolojik preparatin diginda herhangi bir fungisit ruhsath
degildir. Ureticiler marulda beyaz ¢iiriikliige ruhsatli olan bazi fungisitleri ayn1 zamanda
kursuni kiif hastalig1 icin de kullanmaktadirlar. Bu nedenle fluopyram+pyrimethanil,

boscalid+pyraclostrobin ve fluxapyroxad+difenoconazole aktif maddelerini igeren
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fungisitler bu tez calismasinda kullanilmistir.

Botrytis cinerea etmeninin ¢ok sayida konukc¢usu bulunmaktadir ve bu konukgularda
farkli oranlarda hastalik olusturabilmektedir. Yiiriitiilen bir ¢alismada {iziim, marul ve
cilekten izole edilen 30 adet Botrytis cinerea izolat1 ile koparilmis marul yapraklari
lizerinde patojenisite testi yapilmustir. Uziimden elde edilen izolatlar marul yapraklari
tizerinde 2-12.25 mm biiyiikliigiinde lezyon olustururken c¢ilekten elde edilen izolatlar
2.12-12.75 mm aras1 biiylikliikte lezyon meydana getirmislerdir. Maruldan elde edilen
izolatlar ile koparilmis marul yapraklarinda yapilan patojenisite testinde izolatlar 0.25-
16.5 arasindaki biiyiikliikte lezyon meydana getirmistir. Marulda elde edilen izolatlarin
marul yapraklarindaki virtilensliklerinin diger izolatlara goére daha fazla oldugu
belirtilmistir (Abdel Wahab, 2015). Tez ¢alismamizda marul bitkilerinden 20 adet izolat
elde edilmis ve bunlarin patojenisiteleri koparilmis marul yapraklarinda yapilmistir.
Degerlendirme sonucunda izolatlar marul yapraklarinda 14.9-39.7 mm biiyiikliiglinde
lezyon olusturmuslardir. Bu sonuglar tez ¢calismasinda kullandigimiz izolatlarin oldukca

virlilent oldugunu kanitlamaktadir.

Farkli donemlerde yapilan ¢alismalarda Botrytis cinerea etmeni miselyal gelisme, spor
ve sklerot olusturma 6zellikleri dikkate alinarak koloni morfolojisi yoniiyle sekiz gruba
(misel olusturanlar M1, M2, M3, M4, sklerot olusturanlar S1, S2, S3, S4) ayrilmigtir
(Martinez vd., 2003). Yiiriitiilen bir ¢calismada da Botrytis cinerea etmene ait izolatlarin
koloni morfolojilerinin dagiliminin 6rnekleme yapilan yila ve aylara gore farklilik
gosterdigi rapor edilmistir (Hegyi-Kalo, Holb, Lengyel, Juhasz & Vaczy, 2019).
Sirbistan’da yapilan bir ¢aligmada ise farkli bolgelerden ahududu bitkisinden toplanan
izolatlarin yaklasik %81.5’nin koloni morfolojisinin sklerot tipte oldugu belirlenmistir
(Tanovic, Hrustic, Mihajlovic, Grahovac & Delibasic, 2014). Tez ¢alismamizda da bezer
bir durum s6z konusudur. Toplanan 20 adet Botrytis cinerea izolat1 koloni morfolojileri

yoniiyle degerlendirildiginde 16 adet (%80) izolatin sklerot olusturdugu belirlenmistir.

Botrytis cinerea kisa yagam ¢emberi ve yliksek iireme giicii sayesinde fungisitlere karsi
dayaniklilik kazanma riski yiiksek olan patojenlerin baginda gelmektedir (Grimmer, Van-
den Bosch, Powers & Pavely, 2015; FRAC, 2022). Yapilan bazi ¢alismalarda Botrytis
cinerea etmeninin methyl benzimidazole carbamate (MBC) bilesiklerinden (benomyl ve
thiophanate-methyl), anilinopyrimidin (AP) bilesiklerinden (cyprodinil ve pyrimethanil),
phenylpyrrolle  bilesiklerinden  (fludioxonil), quinone-outside inhibitor (Qol)

bilesiklerinden (fenhexamid, boscalid, fludioxonil), Qol ve succinate dehydrogenase
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inhibitér (SDHI) bilesiklerinin karisimi (boscalid+pyraclostrobin), demethylation
inhibitér (DMI) bilesiklerinden (tebuconazole) gibi aktif maddelere karsi dayaniklilik
kazandig1 belirlenmistir (Wang, Coley-Smith & Wareing,. 1986; Yourman & Jeffers
1999; Moyano, Gomez, & Melgarejo, 2004; Myresiotis, Karaoglanidis & Tzavella-
Klonari, 2007; Filiinger vd., 2008; Leroux, Gredt, Leroch & Walker, 2010; Weber 2010,
2011; Leroch, Kretschmer & Hahn, 2011; Giil, Karatag & Karakaya, 2021; Zhang, Li,
Xiao, Zhou & Liu, 2020; Weber ve Hahn, 2019). Bu bilesikler tek etki mekanizmasina

sahiptir ve tek yer engelleyiciler olarak bilinmektedir.

Fluopyram-+pyrimethanil aktif maddelerini iceren fungisitte fluopyram aktif maddesi
succinate dehydrogenase inhibitor’ler (SDHI) grubunda prymethanil aktif maddesi ise
anilioprimidine’ler (AP) grubunda yer almaktadir. SDHI grubunda yer alan aktifler
solunum zincirinin siiksinat dehidrojenaz kompleksine (kompleks II) baglanir ve hiicresel
solunumu bozar (Delen, 2016). AP’nin etki mekanizmasi patojenlerin methionin ve diger
aminoasitlerin biyosentezini inhibe etmesi ve inseksiyon sirasinda ihtiya¢ duyulan ve
hiicre duvarini parcalayan hydrolytic enzimlerin salgilanmasini inhibe etmesidir (Delen,
2016). Fungisit direng eylem komitesi (FRAC) SDHI ve AP kimyasal gruplari igerisinde
bulunan aktif maddelerine kars1 direng olusumunu 6nleyebilmek amaciyla bir sezonda en
fazla ii¢c uygulama yapilmasini Onermektedir (FRAC, 2022). Tez c¢alismasinin
yuriitiildiigl bolgede bu aktif maddelerin sezonda 5-6 kez kullanildig1 belirlenmistir. Tez
calismamizdaki sonuglar ECso degerleri yOniiyle degerlendirildiginde
fluopyram+pyrimethanil aktif maddelerini iceren fungiside karst 4 izolatin ECso
degerinin 0.3-1pg/ml arasinda oldugu diger izolatlarin bu degerin {izerinde oldugu
belirlenmistir. ECso degeri 1-10 pg/ml arasinda 7 adet 10-100pug/ml arasinda 5 adet izolat
oldugu saptanmistir. Ortiialt1 yetistiriciliginde sorun olan kursuni kiif hastalig1 etmeni
Botrytis cinerea’nin bazi fungisitlere olan duyarlilik diizeylerinin belirlenmesine yonelik
yiiriitiilen ¢alismada 41 izolatin EDso degerleri 1-3 pg/ml doz aralifinda 4 izolatin da 3-
10 pg/ml araliginda oldugu belirlenmis ve izolatlarin dayaniklt mutant olma 6zelligi
tasidiginin  diisiiniildiigii ifade edilmistir (Aghdam, 2017). Bu sonuglar elde etmis
oldugumuz sonuglar ile karsilastirildiginda c¢alismamizin  yiiriitildigli marul
yetistiriciliginin yapildig1 bolgede Botrytis cinerea popiilasyonu arasinda dayanikli

bireylerin oraninin artmaya basladigi savimiz1 giiclendirmektedir.

Boscalid+pyraclostrobin aktif maddelerini igeren fungisitte boscalid aktif maddesi

succinate dehydrogenase inhibitor’ler (SDHI) grubunda pyraclostrobin aktif maddesi ise
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quinone-outside inhibitdr (Qol) grubunda yer almaktadir. SDHI grubunda yer alan
Boscalid succinate dehydrogenase complex’i diye bilinen succinate ubiquinone reductase
enzimini etkileyerek etkili olmaktadir. (Delen, 2016). Qol’nin etki mekanizmasi
mitokondrial membranin i¢ kismindaki cytochrome bc; kompleksinde cytochrome b’ye
baglanarak electron taginimini ve sonugta da mitochondrial solunumu engellemesidir
(Delen, 2016). Yiiriitmiis oldugumuz tez c¢alismasinda Botrytis cinerea izolatlarinin bu
fungiside kars1 ECso degerinin 5 izolatta 0.03-1ug/ml arasinda, 3 izolattal-10 pg/ml
arasinda ve 8 izolatta 10-100pg/ml arasinda oldugu belirlenmistir. Ortiialt: yetistiriciligi
yapilan bitkilerden izole edilen Botrytis cinerea’nin bazi fungisitlere olan duyarlilik
diizeylerinin belirlenmesine yonelik yiiriitilen calismada boscalid+pyraclostrobin
karigimina karsi1 43 izolatin EDso degerleri 1-3 pg/ml doz araliginda, 13 izolatin da 3-10
pg/ml araliginda oldugu belirlenmistir (Aghdam, 2017). Ispanyada yiiriitiilen bir
calismada domates seralarindan izole edilen Botrytis cinerea izolatlarinin boscaid +
pyraclostrobin karisimina karst ECso degerlerinin 0.01 -0.5 pg/ml doz araliginda oldugu
ve izolatlarin yaklasik %60’nin ECso degeri 0.05 -0.1 pg/ml araliginda oldugu
saptanmistir (Rodrigeuz, Acosta & Rodriugez, 2014). Cilekte kursuni kiif hastaliginin
miicadelesine yonelik boscalid+pyraclostrobin karigimi ile ilgili yapilan ¢aligmada iki
farkli Botrytis cinerea izolatimin EDS50 degerleri belirlenmistir. Yapilan caligsma
sonucunda bir izolatin ED50 degeri 1.3 pg/ml, diger izolatin ED50 degeri ise >30 pg/ml
olarak belirlenmistir (Elmaci, 2020). Tiirkiye’de domates seralarinda kursuni kiif
(Botrytis cinerea) hastaligiin boscalid ve pyraclostrobin’e kars1 fungisit dayanikliliginin
degerlendirilmesine yonelik yiiriitiillen c¢alismada boscalid+pyraclostrobin karigimina
dayanikli izolatlarin ECso degerlerinin 12-49 ug/ml araliginda oldugu belirlenmistir (Giil,
Karatas & Karakaya, 2021) . ilk iki calismada elde edilen sonuglara gore tez ¢alismasinda
elde etmis oldugumuz EDso degerlerinin yiiksek oldugu goriilmektedir. Ancak son

calismada elde edilen sonuglar bizim sonuc¢larimiz ile paralellik gostermektedir.

Fluxapyroxad+difenoconazole aktif maddelerini igeren fungisitte fluxapyroxad aktif
maddesi succinate dehydrogenase inhibitor’ler (SDHI) grubunda, difenoconazole aktif
maddesi ise demethylation inhibitor (DMI) grubunda yer almaktadir. SDHI grubunda yer
alan fluxapyroxad aktif maddesi funguslarin misel gelisimini, ¢im tiipiliniin gelismesini,
spor cimlenmesini ve appressorium olusumunu engellemektedir (Yang vd. 2019).
DMTI’ler ergosterol biyosentezi iizerine etkildir. Bu etki DMI’lerin biinyesinde bulunan

azot cytochrome P450’nin porphyrin atomuna baglanarak 14-pozisyonundaki methyl’in
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cekilmesini engelleme seklindedir (Delen, 2016). Calismamizda Botrytis cinerea
izolatlarinin bu fungiside kars1 6 adet izolatin ECso degerinin 0.3-1 pg/ml arasinda, 8 adet
izolatin ECso degerinin 1-10 pg/ml arasinda ve 1 adet izolatin 10-100ug/ml arasinda
oldugu saptanmistir. Cin’de yapilan bir ¢alismada fluxapyroxad aktif maddesi iceren
fungisitin kullanildigi domates bitkilerinden 96 adet Botrytis cinerea izolat1 elde
edilmistir. Calisma sonucunda bu aktif maddeye hassas olan izolatlarin ECso degerinin
0.2014-0.2505 pg/ml arasinda, dayanikli izolatlarin ECso degerinin ise 5.2472-38.5692
pg/ml arasinda oldugu belirlenmistir (Liu, Wen, Ma & Shao, 2022). Ispanya’da ¢ilek
tarlalarinda izole edilen Botrytis cinerea izolatlarinin fluxapyroxad aktif maddesine kars1
ECso degerleri belirlenmistir. izolatlar ECso degerleri <0.01-0.06 pg/ml arasinda olanlar
cok hassas, 0.11-0.55 pg/ml arasinda olanlar hassas ve 1.92-2.06 pg/ml arasinda
olanlarda dayanikli olarak smiflandirilmistir (Fernandez-Ortufio, vd., 2017). Tez
calismasinda belirlemis oldugumuz ECso degerleri bu ¢aligmalar ile karsilastirildiginda
icerisinde fluxapyroxad aktif maddesi bulunan fungiside karsi Botrytis cinerea

izolatlarmin dayaniklilik kazanmaya basladig1 diisiintilmektedir.

Botrytis cinerea izolatlarinin misel gelisim hizlariin belirlenmesi amaciyla yapilan
denemede 11 adet izolatin 4 gilinde gelisimlerinin tamamlayarak tiim petriyi kapladig:
belirlenmistir. Bu izolatlar arasinda ECso degeri yiiksek olan izolatlar da bulunmaktadir.
Ornegin ECso degerleri hem fluopyram+pyrimethanil hem de boscalid+pyraclostrobin
aktif maddelerine kars1 yiiksek olan M2 ve M3 izolatlarinin misel gelisimlerinin hizl
oldugu belirlenmistir. Ancak bu izolatlarin spor verimlerine bakildiginda tiim izolatlar
arasinda en diigiik spor verimi M2 nolu izolata aittir. M3 nolu izolat ise spor verimi
yoniiyle ortalarda yer almaktadir. Hem misel gelisimi hizli hem de spor verimi yiiksek
olan izolatlarda (M4, M6, M10, M12, M13) mevcuttur. Bu izolatlarin ECso degerleri
fluxapyroxad+difenoconazole aktif maddelerine karsi diisiik olmasina ragmen hem
fluopyram+pyrimethanil hem de boscalid+pyraclostrobin aktif maddelerine kars1 yiiksek
oldugu goriilmektedir. Bu durum eger dayaniklilik yonetimi ile ilgili gerekli dnlemler
alinmadigi takdirde ileride Botrytis cinerea popiilasyonu igerisinde dayanikli bireylerin

sayisinin giderek artma olasiligini giiclendirmektedir.

Fungisitlerin etkinliginin denendigi koparilmis yaprak denemelerinde fungisitlerin
Sclerotinia sclerotium etmeninin neden oldugu marulda beyaz ¢iirtikliik hastaligina kars1
ruhsathh olan dozu ve ruhsat dozunun 2/3’i ve 1/3’i kullanilmistir.

Pyrimethanyl+fluopyram aktif maddelerini iceren fungiside karst dayaniklilik
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kazandigini diisiindiigimiiz M2 ve M3 nolu izolatlar yapraklarda kontrole yakin lezyon
olusturmustur. Bu izolatlar en yiiksek doz olan 100ml/da dozunda dahi yapraklarda
lezyon olusturmustur. Duyarli oldugunu belirledigimiz M19 izolat1 ise fungisidin 2/3
oranindaki (66.66 ml/da) dozunda bile herhangi bir belirti olusturamamustir. Izolatin
gelisimi tamamen engellenmistir. Boscalid+pyraclostrobin aktif maddelerini igeren
fungiside kars1 dayaniklilik kazandigimi diisiindiigiimiiz M8 ve M2 nolu izolatlar da
yapraklarda kontrole yakin lezyon olusturmustur. Duyarli oldugunu belirledigimiz M19
izolat1 ruhsat dozunda herhangi bir belirti olusturamamustir. Diger dozlarda ise kontrole
gore ¢ok az belirti olusturmustur. Fluxapyroxad+difenoconazole aktif maddelerini i¢ceren
fungiside kars1 dayaniklilik kazandigini diistindiigiimiiz M8 ve M15 nolu izolatler
yapraklarda her lic dozda da kontrole yakin lezyon olusturmustur. Ancak duyarh
oldugunu belirledigimiz M 18 izolat1 kontrol ile karsilastirdigimizda ruhsat dozunda orta

biiytikliikte belirti olusturmustur.

Bu tez ¢alismasi sonucunda marul yetistiriciliginde sorun olan Botrytis cinerea etmenin
tireticilerin kullanmis oldugu bazi fungisitlere karsi duyarlilik azalisinin olusmaya
basladig1 hem in vitro kosullarda yapilan ¢calismalarda belirlenen ECso degerleri ile hem

de koparilmis yaprak denemelerinde ortaya konmustur.
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4. SONUCLAR VE ONERILER

Botrytis cinerea marul iiretiminde iiriin kayiplarina neden olan etmenler arasinda yer
almaktadir. Son yillarda tek yer engelleyici fungisitlerin iireticiler tarafindan siklikla
kullanilmast sonucu patojenlerin bu fungisitlere kars1 duyarhiliklarinda azalmalar
meydana gelmeye baslamistir. Bu patojenlerin en 6nemlilerinden birisi de Botrytis

cinerea’dir.

Yiirlitmiis oldugumuz bu tez c¢alismasinda Bilecik ili, S6git ilgesinde bulunan sera
bolgesinden Botrytis cinerea izolatlar1 elde edilmistir. Bu bdlgede iireticiler bir yil
icerisinde bu etmene kars1 5-6 kez bu fungisitleri kullanmaktadir. Dogal duyarli oldugunu
diisiindiigiimiiz Diizce ilinden elde edilen izolatlar ise bu aktif maddelerde dahil olmak

tizere hi¢ fungisit kullanilmamis boélgelerden elde edilmistir.

Izolatlarin morfolojik karakterlerine gore yapilan gruplamada 4 adet izolatin miselyal
karakterde (M2, M3, M6 ve M20) oldugu 16 izolatin ise sklerot karakterde oldugu
belirlenmistir. Sklerot karakterde olan izolatlardan 1 adedi S1, 5 adedi S2, 6 adedi S3 ve
4 adedi S4 grubunda yer almistir.

Duyarlilik azalisin1 belirmeye yonelik yapilan c¢alismalar ECso degerleri yoniiyle
degerlendirildiginde pyrimethanyl+fluopyram aktif maddelerine kars1 6zellikle M2, M3,
M7, M8, M12, M13 ve M14 izolatlarinin bu fungiside kars1 dnemli 6l¢iide dayaniklilik
kazandig1 ortaya konmustur. Ozellikle 100 pg/ml konsantrasyonda bile M2, M8, M13 ve
M14 nolu izolatlarin misel gelisimleri devam etmistir. Boscalid+pyraclostrobin aktif
maddelerini i¢eren fungiside karst B. cinerea’nin M1, M2, M3, M6, M8, M10, M13 ve
M14 nolu izolatlar1 fungiside karsi 6nemli dl¢iide dayaniklilik kazanmistir. Bu izolatlarin
ECso degerleri 11.336-51.025 pug/ml arasinda degismektedir.
Fluxapyroxad-+difenoconazole aktif maddelerini iceren fungiside kasi B. cinerea
izolatlarinin ECso degerleri (pg/ml) diger iki fungiside goére daha diisiik oldugu
belirlenmistir. Bu fungiside karsi en yliksek ECso degeri 11.154 ug/ml olan M8 izolatidir.
Bu izolatin ECso degerinin diger iki fungiside kars1 da yiiksek oldugu goriilmektedir.

Izolatlarin misel gelisim hizlar1 ve spor verimleri ydniiyle yapilan ¢aligmalarda elde
edilen sonuglar arasinda net bir iliski olmamasina ragmen hem misel gelisimi hizli hem

de spor verimi yiiksek olan izolatlarda (M4, M6, M10, M12, M13) mevcuttur. Bu
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izolatlarin ECso degerleri fluxapyroxad+difenoconazole aktif maddelerine kars1 diisiik
olmasina ragmen hem fluopyram+pyrimethanil hem de boscalid+pyraclostrobin aktif

maddelerine kars1 yiiksek oldugu goriilmektedir.

In  vitro kosullarda  pyrimethanyl+fluopyram,  boscalid+pyraclostrobin  ve
fluxapyroxad+difenoconazole aktif maddelerine karsi duyarlilik azalisinin tespit edildigi

izolatlara kars1 yapilan koparilmis yaprak denemelerinde de etki alinamamustir.

Bu izolatlar yapraklarda kontrole yakin lezyonlar olusturmustur. Bu sonuglar in vitro

kosullarda elde edilen sonuglar1 desteklemistir.

Tez ¢aligmas1 sonucunda tarimsal iiretimin yogun bir sekilde yapildig: Sogiit ilgesindeki
sera bolgesinde Botrytis cinerea popiilasyonu igerisinde yer alan bazi izolatlarin se¢mis
oldugumuz fungisitlere karsi duyarhiliklarinin azalmaya bagladigi anlagilmistir.
Duyarlilik azalisinin 6niine gecebilmek amaciyla dayaniklilik yonetimi ile ilgili gerekli

Onlemlerin alinmasi yararli olacaktir.

lleride duyarlilik azalisinin nedenlerinin ve mekanizmasimin agiklanmasi ile ilgili
caligmalarin yapilmasinda yarar bulunmaktadir. Bu ¢alismalarda elde edilecek sonuglar

daha etkili dayaniklilik yonetim sistemi olusturulmasinda faydali olacaktir.
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6. EKLER

6.1. EK1:YUZDE GELiSIM ORANLARI

Petrilerde gelisen kolonilerin ¢api1 her biri 6l¢iim merkezden ge¢mek kosulu ile birbirine

capraz olacak sekilde iki kez Olglilmiis ve bu iki Olglimiin ortalamasi alinmistir. Bu

degerler kullanilarak izolatlarin kontrole gore her konsantrasyon ig¢in yiizde gelisim

oranlar1 bulunmustur. Yiizde gelisim oranlar1 her fungisit i¢in ayr1 ayn Cizelge 6.1, 6.2

ve 6.3’te verilmistir.

Cizelge 6.1. Pyrimethanil+fluopyram aktif maddelerinin farkli konsantrasyonlarinda B.

cinerea izolatlarinin ylizde gelisim oranlari (%).

B. Fungisit Konsantrasyonu

cinerea 0 0.01 | 0.03 | 0.1 0.3 1 3 10 30 100

izolatlar1 | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml
M1 100 |100.06| 99.97 | 99.83 | 97.39 | 94.33 | 68.64 | 34.92 | 35.02 0
M2 100 | 98.71 | 99.88 | 99.73 | 95.95 | 93.12 | 88.74 | 78.97 | 40.69 | 36.07
M3 100 | 98.26 | 98.96 | 95.80 | 97.33 | 99.48 | 96.86 | 91.10 | 68.28 0
M4 100 | 89.70 | 88.43 | 71.63 | 18.15 | 19.07 | 27.33 | 30.48 | 20.86 0
M5 100 | 87.27 | 88.73 | 48.20 | 72.25 | 71.47 | 46.88 | 15.08 | 3.74 0
M6 100 | 99.93 | 99.59 | 97.98 | 97.27 | 94.81 | 77.91 | 44.40 | 11.36 0
M7 100 | 97.53 | 97.51 | 97.47 | 97.35 | 97.19 | 93.37 | 66.54 | 10.06 | O
M8 100 | 98.41 | 97.57 | 97.71 | 97.81 | 97.55 | 87.70 | 70.20 | 32.85 | 14.09
M9 100 | 99.73 | 99.62 | 76.61 | 51.97 | 40.04 | 16.34 | 26.90 | 4.59 0
M10 100 | 98.93 | 96.98 | 97.24 | 96.52 | 90.82 | 71.87 | 45.70 | 27.09 0
Mi11 100 | 84.46 | 75.18 | 60.26 | 35.98 | 79.46 | 50.13 | 13.83 0 0
M12 100 | 99.03 | 96.68 | 96.53 | 96.61 | 94.99 | 68.22 | 62.74 | 29.90 0
M13 100 | 99.87 | 99.73 | 96.83 | 96.22 | 92.35 | 87.12 | 65.74 | 39.09 | 16.59
M14 100 | 99.36 | 99.96 | 99.75 | 97.63 | 90.60 | 85.12 | 65.73 | 41.99 | 23.60
M15 100 | 99.21 | 94.93 | 95.05 | 88.91 | 78.28 | 73.14 | 61.08 | 24.08 0
M16 100 | 97.96 | 85.89 | 85.22 | 93.60 | 90.62 | 30.20 | 12.43 0 0
M17 100 | 99.93 | 99.97 | 30.98 | 8.96 | 33.66 | 13.41 | 17.62 0 0
M18 100 | 97.22 | 92.02 | 77.91 | 61.42 | 58.06 | 26.94 | 28.46 0 0
M19 100 | 97.79 | 96.68 | 27.30 | 10.64 | 5.53 | 3.82 | 13.62 0 0
M20 100 | 85.28 | 89.42 | 41.58 | 31.83 | 19.09 | 14.51 | 10.32 0 0
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Cizelge 6.2. Boscalid+pyraclostrobin aktif maddelerinin farkli konsantrasyonlarinda B.

cinerea 1zolatlarinin ylizde gelisim oranlar1 (%).

B. Fungisit Konsantrasyonu

cinerea 0 0.01 | 0.03 | 0.1 0.3 1 3 10 30 100

izolatlar1 | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml
M1 100 | 98.92 | 97.69 | 97.88 | 90.82 | 82.09 | 61.56 | 52.30 | 50.74 | 44.29
M2 100 | 95.45 | 93.47 | 91.56 | 87.54 | 73.63 | 61.79 | 60.50 | 57.98 | 48.86
M3 100 | 98.43 | 97.84 | 96.47 | 93.09 | 84.50 | 61.02 | 51.03 | 48.00 | 45.73
M4 100 | 81.97 | 59.50 | 41.94 | 18.52 | 3.44 | 1.52 0 0 0
M5 100 | 71.24 | 63.63 | 48.14 | 38.25 | 24.01 | 16.13 | 14.34 | 13.00 | O
M6 100 |100.08| 99.98 | 95.11 | 94.23 | 86.19 | 65.35 | 57.52 | 57.33 | 27.09
M7 100 | 96.11 | 98.95 | 88.66 | 79.16 | 68.34 | 47.04 | 44.32 | 33.04 | 23.92
M8 100 | 95.65 | 97.40 | 93.57 | 91.67 | 82.88 | 60.93 | 56.48 | 56.02 | 49.93
M9 100 | 87.72 | 75.13 | 60.89 | 39.40 | 2.80 | 2.50 0 0 0
M10 100 | 94.81 | 93.51 | 90.68 | 88.64 | 77.33 | 55.79 | 48.58 | 45.94 | 40.65
Mi11 100 | 83.12 | 66.71 | 47.03 | 10.05 0 0 0 0 0
M12 100 | 90.48 | 89.00 | 86.44 | 87.87 | 69.88 | 51.77 | 39.94 | 38.26 | 37.48
M13 100 | 92.24 | 88.50 | 84.49 | 84.54 | 77.73 | 59.75 | 43.40 | 38.53 | 36.47
M14 100 | 97.96 | 94.19 | 88.71 | 87.74 | 72.36 | 53.75 | 43.72 | 40.12 | 38.44
M15 100 | 70.34 | 59.48 | 41.50 | 23.44 0 0 0 0 0
M16 100 | 95.90 | 96.23 | 95.20 | 90.06 | 71.71 | 42.10 | 36.91 | 34.07 | 30.63
M17 100 | 69.75 | 56.66 | 18.54 | 13.22 | 2.60 0 0 0 0
M18 100 | 72.42 | 60.94 | 36.28 | 6.48 0 0 0 0 0
M19 100 | 64.17 | 36.13 | 10.63 | 3.91 0 0 0 0 0
M20 100 | 68.20 | 47.64 | 27.75 | 19.04 0 0 0 0 0
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Cizelge 6.3. Fluxapyroxad-+difenoconazole aktif maddelerinin farkli

konsantrasyonlarinda B. cinerea izolatlarinin yiizde gelisim oranlar1 (%).

B. Fungisit Konsantrasyonu

cinerea 0 0.01 | 0.03 0.1 0.3 1 3 10 30 100
izolatlar1 | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml

Ml 100 | 84.03 | 71.95 | 61.36 | 49.24 | 36.87 | 34.81 | 26.07 | 23.39 0

M2 100 | 93.28 | 81.10 | 73.81 | 63.72 | 55.64 | 46.58 0 0

M3 100 | 86.41 | 77.10 | 64.38 | 42.19 | 37.58 | 31.89 | 7.60 | 1.11

o |O|Oo

M4 100 | 95.10 | 89.94 | 84.59 | 79.18 | 74.93 | 61.70 | 11.83 0

M5 100 | 95.24 | 86.37 | 80.66 | 73.56 | 61.60 | 55.95 | 43.60 | 19.99 | 17.90

M6 100 | 85.08 | 82.75 | 60.89 | 52.80 | 41.85 | 43.17 | 21.34 | 15.04

o |Oo

M7 100 | 96.66 | 88.74 | 81.49 | 74.17 | 69.35 | 58.26 | 39.28 | 25.89

M8 100 | 93,09 | 87.92 | 77.11 | 73.87 | 69.26 | 65.30 | 47.83 | 40.38 | 35.51

M9 100 | 83.36 | 83.54 | 74.48 | 65.13 | 54.75 | 48.75 | 33.87 | 15.51

MI10 100 | 96.39 | 89.80 | 66.94 | 50.93 | 44.84 | 34.46 0 0

Ml11 100 | 95.46 | 89.05 | 84.55 | 81.84 | 62.97 | 59.82 | 50.18 | 40.90

MI12 100 | 93.17 | 79.06 | 61.46 | 55.17 | 54.71 | 50.12 | 31.26 | 14.15

M13 100 | 95.88 | 89.96 | 79.16 | 75.77 | 71.09 | 66.85 | 45.70 | 28.64

M14 100 | 92.06 | 84.52 | 65.53 | 59.54 | 51.12 | 39.00 | 14.04 | 9.83

OoO|O|O O |0 |0 |Oo

MI15 100 | 95.33 | 88.60 | 84.26 | 81.71 | 65.49 | 59.54 | 50.78 | 40.58

M16 100 | 98.54 | 94.70 | 85.91 | 76.60 | 61.16 | 50.63 | 42.92 | 17.74 | 15.17

M17 100 | 91.71 | 84.49 | 79.19 | 72.43 | 56.61 | 38.50 | 6.11 0 0
M18 100 | 91.97 | 75.86 | 66.53 | 53.46 | 41.73 | 25.93 0 0 0
M19 100 | 98.14 | 94.43 | 87.75 | 79.54 | 62.62 | 56.81 | 28.70 | 5.99 0
M20 100 | 92.03 | 81.90 | 74.79 | 60.41 | 43.95 | 35.23 0 0 0
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